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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue determinar el efecto antimicrobiano
del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) sobre Escherichia coli 0157:H7,
Listeria monocytogenes y Salmonella spp en la carne de cuy (Cavia porcellus). El proceso
de la investigacion inicid con la busqueda de la Concentracion Minima Inhibitoria de AE
de orégano, por el método de macro dilucién en caldo Muiller Hinton e incubado a 37°C
por 24 horas para realizar la lectura del resultado en las bacterias tratadas en cuatro
repeticiones por cada concentracion. Posteriormente en muestras de carne de cuy se
inocul6 4.00 log ufc/g de Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes y
Salmonella spp por separado, utilizando una muestra control y 3 concentraciones de AE
de orégano (al 0.4%, 0.8% y 1.2% del peso de la muestra de carne de cuy) almacenados
a 4°C; para realizar el recuento viable de las muestras tratadas, se realiz6 conteos cada
dos dias durante el tiempo de almacenamiento de 12 dias como periodo maximo de
estudio. La CMI de AE de orégano con mayor efecto y por promedio aritmético de las 4
repeticiones por cada muestra indica, que la concentracion con mayor efecto inhibitorio
para Escherichia coli 0157:H7, Listeria monocytogenes y Salmonella spp fue de 3.5, 1.5
y 2.5 pg/ml respectivamente. En las muestras de carne de cuy inoculadas con las bacterias
ya mencionadas, tratadas con 3 diferentes concentraciones de AE de orégano resulto: con
mayor efecto inhibitorio en E. coli O157:H7 y Salmonella spp partir del dia 6 y 8
respectivamente, en las concentraciones de 0.8 y 1.2 % en ambos casos, mientras para L.
monocytogenes el mayor efecto inhibitorio resulto a partir del dia 10 con la concentracién
de 1.2%; durante 12 dias de almacenamiento se observé una reduccion del crecimiento
bacteriano en 75% de L. monocytogenes, E. coli O157:H7 y Salmonella spp. A partir de
los resultados obtenidos se concluye que el AE de orégano presenta buena actividad
antimicrobiana y un efecto inhibitorio durante el tiempo de 12 dias almacenamiento de la
carne de cuy.

Palabras claves: Aceite esencial de orégano, carne de cuy, antimicrobiano,

concentracion minima inhibitoria.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Nacional del

I. INTRODUCCION

La seguridad alimentaria es un tema cada vez mas importante, en la salud pablica
y en la conservacion de productos alimentarios, debido a los ultimos afios por brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos han impulsado una busqueda de formas
innovadoras para inhibir el crecimiento microbiano en alimentos (Ochoa et al., 2011) por
lo tanto las toxiinfecciones alimentarias provocadas por los microorganismos patégenos
de Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes y Salmonella spp, tienen una gran
importancia en paises desarrollados por el gran nimero de personas infectadas y por la
industrializacion de alimentos que favorecen la diseminacion de patdgenos.
Escherichia coli O157:H7 es un patdégeno emergente asociado a enfermedades
transmitidas por alimentos, se conoce hoy en dia la mayoria de los casos de sindrome
urémico hemolitico son ocasionados por este microorganismo (Marzocca et al., 2006).
Listeria monocytogenes es el microorganismo patdgeno responsable de la listeriosis,
enfermedad transmitida por los alimentos de caracter grave a pesar de presentarse con
baja frecuencia, en la actualidad es una de las ETAS mas letales conocidas, causando gran
alarma a nivel mundial a productores de alimentos, consumidores y autoridades sanitarias
(Schdbitz, Ciampi, & Nahuelquin, 2009). La salmonelosis es una enfermedad transmitida
por los alimentos por lo general asociados con el consumo de alimentos de origen animal
(Coma, 2001), la infeccion por Salmonella spp. esta asociada por la ingestion de
alimentos preparados 0 manipulados inapropiadamente o previamente contaminados.

Los aceites esenciales tienen como ventaja, que son obtenidos de material vegetal
gue se encuentran en hojas, corteza o frutos de la misma planta que han sido consumidos
histéricamente como alimentos de uso comdn y han sido utilizadas como condimentos de
sabor en los alimentos por su potencial, como agentes naturales para la conservacion de

alimentos (Rea, 2011); en el aceite esencial de orégano se identificé pequefios terpenoides
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y compuestos fendlicos tales como carvacrol y timol (Oussalah et al., 2007). El uso de
antimicrobianos (conservadores) es una practica comdn en la industria de los alimentos,
por muchos afios se han utilizado antimicrobianos sintetizados quimicamente,
redundando en un rechazo por parte de los consumidores de productos procesados, por lo
cual ha surgido la necesidad de buscar otras opciones, en esta basqueda se han encontrado
nuevos agentes antimicrobianos de origen natural, como sustitutos de los
tradicionalmente utilizados (Rodriguez, 2011).

Las carnes son las fuentes mas probables de infeccién o de contaminacion,
(Durango, Arrieta, & Mattar, 2004) por lo tanto la carne de cuy es un producto alimenticio
que representa un potencial, por su alto valor nutricional en contenido de proteinas y
escaso nivel en colesterol hacen que la carne de cuy sea muy apreciada para el consumo
humano local y extranjero; esto implica mantenerlos en estado fresco refrigerado, cual
resulta dificil mantener la carne en estado fresco por la proliferacion de bacterias y la
contaminacion de Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes y Salmonella spp,
que se encuentran en el tracto intestinal de los animales que son contaminantes durante el
beneficio del animal, en muchos casos suele ocurrir una contaminacién cruzada y
proliferarse restando la inocuidad de la carne, consecuentemente un riesgo para la salud
del consumidor, por esta causa se planted los siguientes objetivos.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria del aceite esencial del orégano
(Origanum vulgare) sobre cepas de Escherichia coli 0157:H7,
Listeria monocytogenes y Salmonella spp.

e Determinar el efecto de la concentracion del aceite esencial de orégano
(Origanum vulgare) durante el tiempo de almacenamiento en el crecimiento
de las bacterias Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes y

Salmonella spp. en la carne de cuy (Cavia porcellus).
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 OREGANO (Origanum vulgare)

Es una hierba perenne aromatica del genero Origanum vulgare, muy utilizada en la
cocina mediterranea. La planta forma un pequefio arbusto achaparrado de unos 45 cm de
alto, los tallos, que a menudo adquieren una tonalidad rojiza, se ramifican en la parte
superior y tienden a deshojarse en las partes mas inferiores; las hojas salen opuestas,
ovales y anchas de entre 2-5 cm, con bordes enteros o ligeramente dentados y con
vellosidad en el envés; las diminutas flores de color blanco o rosa, que nacen en apretadas
inflorescencias terminales muy ramificadas estan protegidas por diminutas hojillas de

color rojizo (Collura & Storti, 1971).

El orégano (Origanum vulgare ) es una hierba aromatica y medicinal promisorio
futuro en la agro exportacion peruana; su valor comercial estd influenciado grandemente
por el contenido de aceite esencial y oleorresina que posee (Albado, Saez, & Grabiel,

2001).

2.1.1 Clasificacion taxondmica

La clasificacion taxondmica es: (Moreno, 1989); (Collura & Storti, 1971).

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Geénero : Origanum
Especie: vulgare
Nombre binomial: Origanum vulgare

Nombre comdn: Orégano
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2.1.2 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos arométicos oleosos que se obtiene a partir de
diferentes partes de las plantas como: flores, brotes semillas, hojas, ramitas corteza,
hierbas, madera, frutos y raices (Burt, 2007). Se puede extraer de las muestras vegetales
mediante varios métodos como son: destilacion con vapor de agua, extraccidon con
solventes volatiles, enflorado o enfleurage y con fluidos supercriticos (Martinez, 2001).
La presencia de determinadas moléculas es afectado por el tipo de extraccion, la cual

dependera del propésito en el uso del producto (Angioni et al., 2006) .

Los aceites esenciales tienen actividad antimicrobiana frente a un amplio de
microorganismos, como por ejemplo: bacterias responsables del deterioro o patdégenos
transmitidas por alimentos (Vargas et al., 2011). Los principales componentes de los
aceites esenciales de plantas, hierbas y especias responsables del efecto antimicrobiano
son los compuestos fendlicos, terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos e

isoflavonoides (Tiwari et al., 2009).

Los aceites esenciales se utilizan como aromatizantes en alimentos; perfumeria
(fragancias); productos farmacéuticos (por sus propiedades funcionales), también se
emplean como selladores dentales, antisépticos, por ser antibacterianos, anti fangicos y

antivirales (Burt, 2007).

a. Aceite esencial de orégano

El aceite esencial del Origanum vulgare, es un liquido de color amarillo de agradable
aroma, que se puede observar en el interior de las flores y en las hojas y cuya composicion
quimica es bastante compleja y entre los mas importantes constituyentes podemos

numerar: timol, carvacrol, pineno, cymol, selineno, dipenteno, a-terpineno, terpenos
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varios, algunos acidos polifendlicos como &cido rosmarinico, acido cafeico, &cido
ursélico, acido clorogénico, taninos, principios amargos, algunos flavonoides como el
lutenol, diosmetol, kaemferol y derivados de apigenol. Sin duda que el componente
mayoritario es el carvacrol (80,2%). Relevante es la importancia que se le ha encontrado
en farmacologia por su actividad antibacteriana, antimicotica, antiviral, y diurética suave

(Camus & Trujillo, 2011).

b. Composicion del aceite de orégano

Los aceites esenciales son mezclas naturales muy complejas que pueden contener
sobre 20 - 60 componentes en concentraciones muy diferentes. Se caracterizan por dos o
tres componentes en concentraciones bastante altas (20 - 70%) comparadas con otros
componentes presentes. Los componentes mayoritarios pueden constituir mas del 85%
del aceite esencial y son generalmente los que determinan las propiedades bioldgicas
(Garcia, 1988). En el Tabla 1 se presenta la composicion del aceite esencial de orégano

rendimiento % de aceite esencial 1.3 ml.

2.1.3 Efecto antimicrobiano

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se debe principalmente por la
presencia de compuestos fenolicos (carvacrol, timol, eugenol, etc.) presentes en ellos. Los
aceites esenciales con mayor actividad antimicrobiana son aquellos que proporcionan

compuestos fendlicos en mayor cantidad (Burt, 2007).

Las propiedades antimicrobianas de las especias se han conocido durante siglos,
por ejemplo la canela, el comino y el tomillo se emplearon en el antiguo Egipto asimismo,
las especias en la antigua India y China se empleaban para conservar alimentos, como

también con fines medicinales (Hirasa & Takemasa, 2002).
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Tabla 1. Composicion del aceite esencial 1.3 ml de orégano
(Origanum vulgare) de acuerdo a cromatografia de gas con

detector de masa.

COMPUESTOS %

Phellandreneos 1.75
p-Cymenecoccus aureus 6.86
trans-sabinene hydrate 3.53
Linalool 1.47
Cis sabinene hydrate 18.66
4-terpineol 9.43
Terpineol 2.76
Linalyl acetate 7.4

Thymyl-metyl-eter 1.52
Thymyl-metyl-eter 2.07
Carvacrol 7.72
Carvacrol 1.18
Trans-caryophyllene 2.76
Spathulenol 2.26
caryophyllene oxide 2.21
palmitic acid 8.39
9,12-octadecadienoic acid 8.29
9,12,15.octadecatrienal 5.08
2-methyl-hexanal 1.74
2-dodecanona 2.52

1,3,3-trimethyl-2-(3-methyl-2-methylene 3-buthylene-3- 24
butenylidene) ciclohexanol '

Fuente: Albado, Saez, & Grabiel, (2001).

a. Agentes antimicrobianos de origen natural

Dentro de los compuestos naturales con actividad antimicrobiana ha sido
reconocida la efectividad que presentan los aceites esenciales (Martinez, 2001). Con

respecto a estos compuestos, la Asociacion Francesa de Normalizacion (AFNOR), los
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define como “aquellos productos obtenidos a partir de una materia prima vegetal por
destilacién por arrastre con vapor, por procedimientos mecanicos, entre otros, con el fin
de separar la fase acuosa” (Bermudez, 2009). Se caracterizan por ser una mezcla
compleja de varios componentes de aromas volatiles pertenecientes a diferentes clases
de compuestos organicos tales como: hidrocarburos alcoholes, aldehidos, cetonas,
esteres, éteres y fenoles (Zekaria, 2007), los cuales son los responsables del aroma

caracteristico de las esencias.

La FDA (Food and Drugs Administration), considera a los agentes antimicrobianos
de origen natural, como sustancias del tipo GRAS (Genarally Recognized as Safe), es
decir que no presentan ningun riesgo para la salud de las personas. Dentro de la amplia
gama de aceites esenciales con actividad antimicrobiana las oleorresinas y extractos

naturales, obtenidos de productos vegetales (Tabla 2).

Tabla 2. Extractos y aceites presentes en plantas, considerados GRAS por la FDA.

Nombre Cientifico  Nombre Comun Parte Aceite esencial
Cinnamomun verum Canela Hojas Cinamaldehido
Origanum vulgare Orégano Hojas Carvacrol
Syzygium oromaticum Clavo de olor Corteza, hojas Eugenol
Thymus vulgaris Tomillo Flor, hojas Timol
Eucaliptus globulus Eucalipto Hojas Cineol

Fuente: Zekaria, (2007).

b. Actividad antimicrobiana del orégano

Existen muchos estudios sobre la actividad antimicrobiana de los extractos de
diferentes tipos de orégano, que son indicados como bactericidas e insecticidas, los cuales
presentan actividad antimicrobiana comparable, o incluso mayor, que los compuestos
tipicamente utilizados para estos propositos (Bastos et al., 2011) . En la Figura 1 se

observa la estructura quimica de los componentes de orégano.
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Fig. 1. Estructura quimica de los principales componentes del orégano (Arcila et al.,

2004).

Los aceites esenciales de las especies del género Origanum presentan actividad
contra bacterias Gram negativo: Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Yersinia enterocolitica y Enterobacter cloacae; y las gram positivas como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes Yy
Bacillus subtilis (Aligiannis, Kalpoutzakis, & Mitaku, 2001). En el caso de

Escherichia coli O157:H7 existe una relacion concentracion efecto a 625 ml/l con
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actividad bactericida después de 1 minuto de exposicion al aceite, mientras que después
de 5 minutos se requirieron 156 y 312 ml/l. Dicha accion antimicrobiana posiblemente se
debe al efecto sobre los fosfolipidos de la capa externa de la membrana celular bacteriana,
provocando cambios en la composicion de los acidos grasos. Se ha informado que las
células que crecen en concentraciones sub-letales de carvacrol, sintetizan los fosfolipidos

adicionales y omiten uno de los fosfolipidos originales (Reinders & Burt, 2003).

c. Meétodos para evaluar la actividad antimicrobiana de los aceites

Los métodos para evaluar la actividad antimicrobiana estan clasificados en tres
grupos principales: Métodos de difusion, métodos de dilucion y bioautofrafia (Stella &
Marin, 2009). En la Tabla 3 se muestra métodos para el estudio de susceptibilidad

antimicrobiana.

Tabla 3. Métodos para el estudio de susceptibilidad antimicrobiana.

) ; CMI
Meétodo Categorias
pg/mi
Difusion en agar (discos) SR No
Dilucion en caldo S ILR Si
Métodos automatizados S ILR Si
E-test S,ILR Si

S: Susceptible; I: Intermedio; R: Resistente; CIM: Concentracion
Minima Inhibitoria.
Fuente: Stella, & Marin (2009).

2.2 EL CUY (Cavia porcellus)

El cuy (Cavia porcellus) también conocido como: cobayo, curi, conejillo de indias
0 guinean pigs, es un roedor originario de la region andina de América que es
ancestralmente la base proteica animal de la dieta de los pobladores rurales (Fernandez,

2007). Empleado como mascota, animales de experimentacion y productor de carne para
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el consumo humano. La piel se puede utilizar en la industria del curtido y la materia fecal

con el orin, forma un excelente abono organico (Argote, 1999).

2.2.1 Clasificacion taxondmica

El cuy esta dentro de la siguiente clasificacion zoologica (Moreno, 1989).

Reino: Animal
Sub-reino: Metazoarios
Tipo: Vertebrados
Clase: Mamiferos
Sub-clase: Placentarios
Orden: Roedores
Sub-orden: Hystricomorpha
Familia: Cavidae
Género: Cavia

Especie: Cavia porcellus Linnaeus

2.3 CARNE

La carne es el tejido muscular de los animales que es utilizado como alimento por los
seres humanos, proporcionando altos niveles de proteina, minerales esenciales (como
hierro, selenio, zinc), vitaminas del grupo B (excepcion del acido folico) y aminoacidos
esenciales como Lisina, Treonina, Metionina y Triptofano (Ramos, 2014). La carne es
uno de los alimentos basicos de la humanidad, desde sus origenes; con los cereales
constituyen la fuente de nutrientes de mayor consumo, aportando proteinas de muy buena

calidad, vitaminas y calorias (Primo, 1998).

Estructuralmente la carne esta constituida por fibras musculares; células
multinucleadas, largas y delgadas que se unen entre si, por medio de tejido conjuntivo.

Cada fibra muscular estd rodeada por una membrana celular, el sarcolema, en cuyo
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interior estan contenidas las miofibrillas complejas de las dos principales proteinas

musculares, la actina y la miosina (Alcazar, 2002).

2.3.1 Cambios post mortem de la carne y su influencia en la calidad

Después del sacrificio se producen dos fendmenos en el musculo: la rigidez

cadavérica (rigor mortis) y la maduracion.

a. Larigidez cadavérica

Cuando el animal es desangrado, comienza el proceso metabolico anaerobico; del
sistema enzimatico del mismo sigue demandando ATP que en ausencia de oxigeno, se
forma a partir del glucégeno de reserva, por la glicolisis productora de acido piravico, el
cual no se oxida a través del ciclo tricarboxilico, sino que se reduce a acido lactico (Primo,

1998).

La rigidez e inestabilidad del musculo es responsabilidad de una unién irreversible
de las proteinas contractiles del sarcolema de la carne: La actina y la miosina. Como esta
presente la glicolisis anaerobia, la cantidad de ATP formado es insuficiente para separar

estas dos proteinas (Ramos, 2014).

b. La maduracion

Tras el periodo de “rigor”, se mantiene la carne a temperatura de refrigeracion y se
produce la perdida de contraccién y el ablandamiento de la carne, fenémeno que se llama
“maduracion”; hay una recuperacion parcial del poder de retencion del agua y la

capacidad final depende, en gran parte del proceso ocurrido en la rigidez (Primo, 1998).

En las carnes DFD (Carne Oscura, Firme y Seca), la glucélisis (formacion de acido)

se desarrolla mas lentamente o de manera incompleta. Este tipo de carne no alcanza en
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ningun momento el pH normal, sino que permanece en niveles elevados de pH final por
sobre 6.2, generalmente superiores e incluso hasta 7.0 (Jara, 2007). A este pH las
proteinas tienen capacidad de retencion de agua a causa del pH lejano a sus puntos

isoeléctricos, pero hace que esta sea mas susceptible al ataque microbiano (Ramos, 2014).

En las carnes PSE (Carne Palida, Blanda y Exudativa): Los musculos en las carnes
PSE se caracterizan por ser blandos, de color entre rosado claro y gris amarillento (Jara,
2007). Hay mucha actividad de proteasas, a pH 5, lo que produce blandura y mucha
exudacion (Primo, 1998). En la Tabla 4 se presenta la disminucion del pH en la carne

luego del faenado como indicador de calidad.

Tabla 4. Disminucion del pH en la carne luego de la faena (post-mortem)

como indicador de la calidad.

) Evolucion pH al final  Momento de la
Calidad Valor de o
de la o de la medicion post-
de carne o pH inicial o
glucolisis glucolisis mortem.
Normal Lenta 7.2 aprox. 5.5 24 h
PSE Rapida 7.2 <5.8 45 min
Lenta,
DFD _ 7.2 >6.2 24 h
incompleta

Fuente: Varnam & Sutherland (1998).

2.3.2 Carne de cuy

La carne de cuy es magra es decir con un porcentaje de grasa menor al 10%, con un
alto contenido de proteinas (20,3%), baja en contenidos de colesterol (65 mg/100 g) y
sodio, por lo que es ideal para incluirla en una alimentacién variada y equilibrada. Es una
carne apta para todos los grupos poblacionales (nifios, adolescentes, mujeres, deportistas,

personas adultas y de la tercera edad) y en diversas situaciones fisioldgicas, por ejemplo
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el embarazo o la etapa de lactancia (Villavicencio, 2009). En el Tabla 5 se muestra

Composicion Quimica Nutricional de la carne de cuy fresca (100g).

Tabla 5. Composicion quimica nutricional de la carne de cuy fresca (100g).

Cantidad
Composicion Unidad
* s
Agua g 78.1 77.1
Proteina g 19.0 20.3
Grasa g 1.6 7.8
Calcio mg 2.9 2.7
Fosforo mg 2.58 1.84
Hierro mg 1.9 3.2
Tiamina mg 0.06 0.08
Riboflavina mg 0.14 0.15
Niacina mg 6.5 5.43

Fuente: * INIA (2010); ** Hilvay (2015 ).

2.3.3  Valor nutritivo de carne de cuy

La carne del cuy es rica en proteinas, contiene también minerales y vitaminas. El
contenido de grasas aumenta con el engorde. La carne de cuy puede contribuir a cubrir
los requerimientos de proteina animal de la familia. Su aporte de hierro es importante,
particularmente en la alimentacion de nifios y madres (Tuapanta, 2011). La comparacién

de la carne de cuy con otros productos carnicos se puede apreciar en la Tabla 6.

2.3.4 Microbiologia de la carne

La carne es un alimento altamente perecible ya que posee ciertas propiedades de
importancia microbioldgica que la hacen un excelente medio para el desarrollo de
microorganismos. El desarrollo de los microorganismos ocurre primeramente a expensas

de los constituyentes solubles como carbohidratos, acidos lacticos y aminoacidos. La
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actividad de agua de la carne fresca tiene un valor aproximado de 0.99, valor apropiado

para la mayoria de los microorganismos, principalmente bacterias (Jara, 2007).

Tabla 6. Composicion comparativa de productos carnicos.

Especie Proteina%  Grasa %  Calorias por kilo

Cuy 20.3 7.8 960
Conejo 20.4 8.0 1590
Cabra 18.7 9.4 1650
Ave 18.2 10.2 1700
Vacuno 18.7 18.2 2440
Porcino 12.4 35.8 3760
Ovino 18.2 19.4 2530

Fuente: Sarria (2005).

Los microorganismos desempefian un papel fundamental en los cambios
metabolicos que ocurren antes, durante y después del rigor mortis (Jara, 2007). La
microflora bacteriana habitual de la carne fresca es muy heterogénea; esta formada
principalmente por: Pseudomonas, géneros de la familia Enterobacteriaceae,
Acinetobacter, Brochotrix thermosphacta y Lactobacillus, dependiendo de su nimero y
especie pueden causar numerosas alteraciones y en algunos casos intoxicaciones. Dentro
de las bacterias patdgenas se pueden encontrar Salmonella, Staphylococcus aureus,
Yersinia enterocolitica, E. coli enteropatdgeno, Clostridium perfringens vy

ocasionalmente Clostridium botulinium (Mateauda, 2013).

La contaminacién microbiana proviene de varias fuentes, por ejemplo la
contaminacion inicial de la carne ocurre durante el desangrado, dado el uso de
equipamiento no estéril en donde se introduce microorganismos en el sistema vascular.
Fuentes de contaminacion pueden incluir el agua, instalaciones, equipamiento y personal

de manipulacion (Barancelli, Hernandez, & Contreras, 2011). Factores extrinsecos tales
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como temperatura, humedad relativa, presencia o ausencia de oxigeno y estado fisico de
la carne, influye en la actividad microbiana. También sus propiedades intrinsecas, tales
como contenido de humedad, pH, valor nutritivo y presencia o ausencia de barreras o
sustancias inhibidoras. Sin embargo los factores que ejercen la méxima influencia en el
crecimiento de microorganismos de la carne y productos carnicos son la temperatura de
almacenamiento, humedad y disponibilidad de oxigeno (Mateauda, 2013); en la Figura 2

se detalla el resumen de los factores que afectan la calidad de la carne.

Factores Productivos Factores Tecnoldgicos
Factores Factores Sacrificio Factores
Biologico Productivos Postsacrificio

Especie Medio ambiente Enfriamiento
Raza Manejo Condiciones
Sexo Alimentacién ;g;‘c’pc?gﬁ (eD0SO rlgor_-mortls
Edad al sacrificio | Patologia peion, rep T°y tiempo
- . Desangrado duracié
Susceptibilidad | Sistema de Condiciones higiénicas maauracion
al estrés explotacion Envasgd_o
Tipo de musculo Exposicion
Composicion cuantitativa Estructura

CALIDAD DE LA CARNE

Fig. 2. Factores que influyen en la calidad de la carne (Jara, 2007; Mateauda, 2013).

En algunos animales tales como el cerdo, conejos y cuyes, la situacion es bastante
diferente que en otros animales ya que normalmente la piel no se quita, sino se escalda
antes de eliminar los pelos. El escaldado puede dar lugar a una reduccion de los recuentos

microbianos, sin embargo el tanque de escaldado puede ser una fuente de contaminacion
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cruzada tanto con la flora intestinal como microorganismos de la

piel (Varnam & Sutherland, 1998).

a. Escherichia coli O157:H7

La Escherichia coli es una bacteria en forma de baston, con aproximadamente de
0,5 um de diametro de base, por 2 pum de longitud, es una bacteria Gram negativa
comunmente presente en el intestino de los animales, inclusive de los hombres, y ejerce
un efecto benéfico sobre el organismo, suprimiendo la multiplicacion de bacterias
perjudiciales y sintetizando una considerable cantidad de vitaminas. Sin embargo entre
las diversas cepas de Escherichia coli, existe un grupo capaz de provocar enfermedades

en seres humanos, que son colectivamente Ilamadas E. coli patdgenas (Franca, 2013).

b. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes pertenece al género listeria, el cual se caracteriza por ser
bacilos Gram positivos, anaerobios facultativos, cortos no esporulados ni ramificados. Es
movil a 25°C pero inmovil a 37°C por inactivacion de flagelos. Sus colonias son pequefias
traslucidas y grises y la mayor parte de la cepas produce una zona estrecha de B hemolisis
alrededor de las colonias (Perez & Sigaran, 2012). Es un microorganismo de distribucién
universal, relativamente resistente a la refrigeracion, la sequedad y el calor extremo

(S&nchez & Palencia, 2010).

Listeria monocytogenes esté frecuentemente presente en alimentos crudos, tanto de
origen vegetal como animal, y puede convertirse endémica en los entornos de
elaboracion de alimentos. Estd también presente en alimentos cocinados, debido a
la contaminacion posterior a la elaboracion o un tratamiento térmico insuficiente.

Listeria monocytogenes se ha aislado de alimentos como leche liquida cruda y
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pasteurizada, quesos (particularmente quesos de pasta blanda madurados), helados,
hortalizas crudas, embutidos fermentados de carne cruda o cocida, carne de ave cruda
0 cocida, carnes crudas, y productos del mar crudos y ahumados (Schébitz, Ciampi,

& Nahuelquin, 2009).
c. Salmonella spp

Salmonella es un género de bacterias Gram negativos, anaerobias facultativas que
pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae. Aunque el principal reservorio es el
tracto gastrointestinal de los mamiferos y aves, se ha aislado practicamente en todo tipo
de animales. Sobreviven largos periodos de tiempo en el ambiente, soportando bien la
congelacion y en gran medida la desecacion. En determinadas condiciones, es capaz de
multiplicarse en un ambiente exterior y en agua (Coma, 2001). En la Tabla 7 se muestra

el rango de las condiciones del crecimiento de Salmonella spp.

Tabla 7. Rango de condiciones que permiten crecimiento de Salmonella spp.

| Limite ) [ )
Parametro ] ] Optimo Limite superior
inferior
Temperatura 5°C 35-37°C 45°C
Actividad de agua 0,92 >0,96
pH 4,0 6,575 9,0

Fuente: Coma (2001).

Los animales son los reservorios naturales de Salmonella spp. y carne de cerdo,
aves y otros tipos de carne, huevos y productos lacteos son las fuentes mas comdnmente

implicados en brotes de salmonelosis (Allende et al., 2013).
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2.3.5 Conservacion de la carne envasado al vacio

El envasado al vacio consiste en la eliminacion total del aire del interior del envase
sin que sea reemplazada por otro gas, existiendo una diferencia de presion entre el exterior

y el interior del envase (Mateauda, 2013).

El envasado al vacio es un microsistema anaerobico que retarda el crecimiento de
bacterias aerdbicas tales como Pseudomonas y el nivel de los microorganismos
anaerobios estricto y facultativo. El oxigeno restante se consume tanto por las actividades
metabdlicas de la carne como por las bacterias presentes en la superficie (Mateauda,

2013).

a. Alteracion de la carne mediante envasado al vacio

En el caso particular del envasado al vacio; si en este no se consigue evacuar
practicamente todo el oxigeno o existen problemas de hermeticidad en el envase, las
Pseudomonas se proliferan y alteran la carne de igual manera que en condiciones

aerobicas (Mateauda, 2013).

El deterioro de la carne envasada al vacio ocurre principalmente por B.
thermosphacta, A. putrefaciens y E. liquefaciens se desarrolla en ausencia de oxigeno

solo a elevadas temperaturas y sobre todo cuando se trata de carne DFD (Jara, 2007).
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

La ejecucion del presente trabajo de investigacion se realizdé en la Universidad
Nacional del Altiplano — Puno, en laboratorio de microbiologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, y en la culminacion en el Laboratorio de
Microbiologia de los Alimentos y Laboratorio de Pos-cosecha en la Escuela Profesional

Ingenieria Agroindustrial Facultad de Ciencias Agrarias.

3.2 MATERIAL EXPERIMENTAL

e Cepas de Escherichia coli 0O157:H7, Listeria monocytogenes Yy
Salmonella spp; obtenidas del Laboratorio de higiene de alimentos - Instituto

Nacional de Investigacion en Alimentos — Japon.

e Aceite esencial de Orégano (Origanum vulgare), obtenido de la Empresa

Essential Oils Pert — Trujillo.

e Carne de cuy, muestra proveniente del mercado Unién y Dignidad de la ciudad

de Puno.

3.3 EQUIPOS Y MATERIALES

3.3.1 Equiposy materiales
e Autoclave modelo LS-BSOL-II, volumen 50L.
e Refrigeradora marca ICECROWN modelo 456C.009 (capacidad 200kg).
e Refrigeradora LEHEL COL-EIPH-ME-042.
e Balanza analitica marca AND FR-300 Japon, capacidad de 0,0001 a 310g.

e Cuenta colonias marca LIGHTBOX, modelo Petite.
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Vortex — GENIE MODEL K-550-G.

Selladora, SEALER PFS-300, Safari import.

Estufa marca LMN tipo LP5 — 402.

Estufa MEMMERT Universal, 30-120°C, modelo TV - 40.
Termdometro marca HANNA de -40 a 150°C.
Espectrofotometro UV.

pH metro digital modelo 3510, marca JENWAY.
Licuadora de vidrio marca OSTER.

Céamara fotografica SAMSUNG.

Espatula ACERO INOX.

Mechero de bunsen.

Piceta (PVC).

Micropipetas 100-1000pl, BOECO.

Micropipetas 05-10ul, BOECO.

Micro pipetas 10-100ul, BOECO.

Microscopio ZEISS PFS-300 Safari, H.W.Kessel S.A.

Gradillas.

Materiales de vidrio

Erlenmeyer (250, 500 y 1000 ml).
Probetas (10, 50 y 100 ml).
Pipetas (1, 5y 10 ml).

Tubos de ensayo PIREX.

Placas Petri PIREX.

Vasos precipitados (100 ml).
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3.3.3 Reactivos e insumos

Alcohol de 70°.

Agua destilada.

Cloruro de Bario al 1%.

Etanol absoluto, (Merck peruana SAC).

Agua de peptona, (Merck peruana SAC).

3.3.4 Medios de cultivo

Caldo Verde Brillante Bilis (CVBB), (Merck peruana SAC).
Caldo Muller Hinton (Merck peruana SAC).

Agar Mc Conkey, (Merck peruana SAC).

Agar SS, Merck (Merck peruana SAC).

Agar PALCAM, (Merck peruana SAC).

Agar sangre.

Agar Eosin Methylene-blue Lactose Agar acc. (Agar EMB), (Merck peruana).

3.3.5 Otros materiales

Papel aluminio.

Papel kraft.

Tips 0.5ul, 10 pl.

Bolsas de polietileno.
Lapiceros.

Marcadores.

Tabla de picar, cuchillo.
Caja isotérmica (tecnopor).

Algodon.
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3.4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La metodologia utilizada durante el proceso de investigacion del proyecto fue de tipo
experimental cuyos procesos de obtencién, produccién, control y andlisis son los
siguientes (Fig. 3).

Aceite esencial de
orégano

4 N

Cuy vivo Deter_minacic’)n’de la CMI de aceite
| esencial de orégano sobre cepas de
ATURDIMIENTO Y Escherichia coli 0157:H7,

DESUELLO IS_islteria | monocytogenes y
almonella spp.
| \C /
DESANGRADO
| Agua
caliente
PELADO —s0°c / \
| Aqua Evaluacion de la carne de cuy con
LAVADO 1 _fr?a . concentraciones de aceite esencial
| 10°C de Orégano 0.4, 0.8 y 1.2% de
EVISCERADO acuerdo al peso de la muestra de la
| carne de cuy, durante 2, 4, 6,8,10y
Agua i o - i
LAVADO 2 _fn’ga :. 12 dias a 4°C en refrigeracion.
| 10°C k /
OREADO
L

Analisis microbioldgico, Recuento de
Escherichia coli 0157:H7,
Listeria monocytogenes y
Salmonella spp. viables (log ufc/g).

Fig. 3. Descripcion del flujo experimental
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3.4.1 Preparaciony conservacion de cepas bacterianas

e Escherichia coli O157:H7 se adquirio del Laboratorio de Higiene de Alimentos -
Instituto Nacional de Investigacion en Alimentos — Japon. La cepa se reactivo en
agar Mc Conkey y se incubo durante 24 horas a 37°C para su crecimiento luego
se realizd tincién Gram; para la conservacion de las cepas se repico del agar Mc
Conkey en tubos inclinados con agar Sangre que se almacenaron a 4°C, durante
el estudio se mantuvieron su viabilidad y pureza.

e Listeria monocytogenes se adquirié del Laboratorio de Higiene de Alimentos -
Instituto Nacional de Investigacion en Alimentos — Japdn. La cepa se reactivo en
agar Sangre y se incubo durante 24 horas a 37°C para su crecimiento luego se
realizo tincion Gram; para la conservacion de las cepas se repico6 del agar sangre
en tubos inclinados con agar Sangre que se almacenardn a 4°C, durante el estudio
se mantuvieron su viabilidad y pureza.

e Salmonella spp. se adquirié del Laboratorio de Higiene de Alimentos - Instituto
Nacional de Investigacion en Alimentos — Japon. La cepa se reactivé en agar SS
y se incubo durante 24 horas a 37°C para su crecimiento luego se realizé tincién
Gram; para la conservacion de las cepas se repico del agar SS en tubos inclinados
con agar Sangre que se almacenaron a 4°C, durante el estudio se mantuvieron su

viabilidad y pureza.

3.4.2 Estudio de la Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial del
orégano (Origanum vulgare) sobre Escherichia coli O157:H7, Listeria

monocytogenes y Salmonella spp.

El presente trabajo del aceite esencial de orégano sobre cepas

Escherichia coli 0157:H7, Listeria monocytogenes y Salmonella spp, se evalué mediante
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el método de macrodilucién en caldo para obtener la Concentracién Minima Inhibitoria
donde se determind como la concentracién mas baja de un agente antimicrobiano que
impide el crecimiento visible de un microorganismo descrito por el “Clinical Laboratory

Standard Institute” (CLSI antes NCCLS) segtn la metodologia de Boskovic et al., (2015).

a. Solucién estandar o madre

Segun la metodologia de Lagos, (2012).

e El aceite esencial de orégano es 100% puro con una densidad de 0.9259 g/ml lo
que indica que en 1000 pl existian 926 g de aceite esencial de orégano.
e Se determino 5000 pl de solucion madre donde se utilizé 2560 pl de aceite mas

2440 pl de diluyente, para obtener una concentracion de 256 pg/ml.

b. Preparacion del inoculo

e Se repicd una colonia de Escherichia coli O157:H7 en agar Mc conkey,
Listeria monocytogenes en agar PALCAM y Salmonella spp en agar Mc conkey
luego fuerdn incubados a 37°C por 24 horas. En un tubo de ensayo de volumen
de 10 ml con agua esterilizada y con un asa de siembra se agregd las cepas
correspondientes (Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes vy
Salmonella spp), se llevo al equipo de vortex para su respectivo homogenizado,

cuyo grado de turbidez comparado con la escala de 0.5 de Mac Farland (Anexo1l).

c. Procedimiento

e Se adiciono 0.5 ml del inoculo de suspension de los microorganismos
(Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes y Salmonella spp) en los
tubos de ensayo contenido con las siguientes concentraciones de aceite esencial

de orégano: 128 pg/ml, 64 pg/ml, 32 ug/ml, 16 pg/ml, 8 pug/ml, 4 pg/ml, 2 pg/ml,
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1 pg/ml, 0.5 ug/mly 0.25 pg/ml en tubos correspondientes; caldo Mueller Hinton,
en tubos control de inoculo y control de esterilidad. Inmediatamente después de
haber preparado los tubos para determinar la CMI (Concentracion Minima

Inhibitoria) se incubaron a 37°C por 24 horas.

d. Lecturae interpretacion

e Al cabo de 24 horas se observo la turbidez de los tubos que indicé el desarrollo
bacteriano (Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes y Salmonella
spp.) en los tubos que se observd con una concentracion correspondiente del
aceite esencial de orégano que presente ausencia de turbidez (igualando al control

negativo), que se designa como la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

3.4.3 Preparacion de la carne de cuy fresca con adicion del aceite esencial de

orégano

Usando la metodologia de Abdollahzadeh, Rezaei, & Hosseini,(2014) . Para la
preparacion de las muestras se inoculo 4.00 log ufc/g (turbidez estandar de 0.5) de
Echerichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes y Salmonella spp. Se adiciono aceite
esencial de orégano en concentraciones de 0.4, 0.8 y 1.2 % (% de volumen/peso) en la
carne de cuy se masajeo por 2 minutos a cada muestra. Finalmente la carne de cuy se

envaso al vacio y se almacen¢ a temperatura de refrigeracion (4°C £ 1°C) durante 12 dias.

3.4.4 Evaluacion microbioldgica de la carne de cuy con aceite esencial de orégano.

a. Enumeracion de Echerichia coli O157:H7, en la carne de cuy con aceite esencial

La metodologia se realizé de acuerdo a Abdollahzadeh, Rezaei, & Hosseini (2014).
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a.l. Preparacion de diluciones

Para el analisis microbiano, se pesaron en un vaso previamente tarado 5 g de carne
de cuy con 45 ml de agua destilada estéril homogenizandolo hasta conseguir 15.000 a
20.000 rpm en la licuadora y finalmente se obtuvo una dilucion 1072, Luego se tom6 1 mi
del homogenizado y se coloc6 en un tubo de ensayo con 9 ml de diluyente, obteniéndose

asi la dilucion 1072, prosiguiendo hasta obtener mas diluciones.

a.2. Siembra

Se pipetearon alicuotas de 1 ml de las diluciones 102y 107, sobre placas con Agar
Mc Conkey previamente temperadas. Seguidamente se mezclaron las alicuotas con el
agar, mediante movimientos de vaivén y rotacion para su posterior incubacion a 37°C

durante 24 horas.

a.3. Conteo de colonias
Transcurridas las 24 horas de incubacion se procedid al conteo de colonias en las
placas fueron seleccionados para el conteo. EI nimero de Echerichia coli O157:H7

viables por gramo de muestra es reportado los resultados en log ufc/g.

b. Listeria monocytogenes en la carne de cuy con aceite esencial

La metodologia se realiz6 de acuerdo a Abdollahzadeh, Rezaei, & Hosseini (2014).
b.1. Preparacion de diluciones

Para el analisis microbiano, se pesé en un vaso previamente tarado 5 g de carne de
cuy con 45 ml de agua destilada estéril homogenizandolo hasta conseguir 15.000 a
20.000 rpm (revoluciones por minuto) en la licuadora y finalmente se obtuvo una dilucién
101, Luego se tomd 1 ml del homogenizado y se colocé en un tubo de ensayo con 9 ml

de diluyente, obteniéndose asi la dilucion 1072, prosiguiendo hasta obtener mas diluciones.
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b.2. Siembra

Se pipetearon alicuotas de 1 ml de las diluciones 102y 107, sobre placas con Agar
PALCAM previamente temperadas. Seguidamente se mezclaron las alicuotas en el agar,
mediante movimientos de vaivén y rotacion para su posterior incubacion a 37°C durante

24 horas.

b.3. Conteo de colonias
Transcurrida las 24 horas de incubacion se procedio al conteo de colonias en las placas
fueron seleccionados para el conteo. EI nimero de Listeria monocytogenes viables por

gramo de carne es reportado los resultados en log ufc/g.

c. Salmonella spp. en la carne de cuy con aceite esencial

La metodologia se realizé de acuerdo Abdollahzadeh, Rezaei, & Hosseini (2014).

c.1. Preparacion de diluciones

Para el analisis microbiano, se pesaron en un vaso previamente tarado 5 g de carne de
cuy con 45 ml de agua destilada estéril homogenizadndolo hasta conseguir 15.000 a
20.000 rpm (revoluciones por minuto) en la licuadora y finalmente se obtuvo una dilucién
10, Luego se tomd 1ml del homogenizado y se colocd en un tubo de ensayo con 9 ml de

diluyente, obteniéndose asi la dilucion 1072, prosiguiendo hasta obtener mas diluciones.

c.2. Siembra
Se pipetearon alicuotas de 1 ml de las diluciones 102y 107, sobre placas con Agar
SS previamente temperadas. Seguidamente se mezcl6 las alicuotas en el agar, mediante

movimientos de vaivén y rotacidn para su posterior incubacién a 37°C durante 24 horas.
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c.3. Conteo de colonias

Transcurrida las 24 horas de incubacion se procedio al conteo de colonias en las
placas fueron seleccionados para el conteo. EI nUmero de Salmonella spp viables por

gramo de carne es reportado los resultados en log ufc/g.

3.4.5 Reaccion cinética basica para determinar la perdida de la calidad de los

alimentos

Reaccién de Orden Cero: Consideremos un atributo de calidad Q, que disminuya de
forma lineal durante el periodo de almacenamiento. Una disminucion lineal del atributo
implica que su variacion con respecto al tiempo es constante, y que por lo tanto, la perdida
de dicho atributo y tiempo se obtiene cuando la reaccion es de orden cero.
d
1 d_f _k
Integrando la ecuacién se obtiene:
Q = Qo—kt
Donde: Qorepresenta el valor inicial del atributo de calidad y Q es el valor que toma dicho

atributo después de transcurrido el tiempo t.

Si el final de la vida util t,, se alcanza cuando el atributo de calidad toma un cierto valor,

llamado Qf, tendremos:

Q = Qo—Kkty
En consecuencia, la vida util t,, sera:

_ Qo — Qf
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3.4.6 Disefio estadistico

a. Evaluacion de la carne de cuy fresca en diferentes concentraciones con adicion

del aceite esencial de orégano

Para procesar los datos obtenidos durante la investigacion se aplico el analisis de
varianza (ANVA), con un nivel de confianza del 95% y el test de Duncan (p < 0.05) para
determinar las posibles diferencias entre las muestras de carne de cuy con la adicion de
aceite esencial de orégano, paro lo cual se empled el software SPSS V 21 en espafiol. Para
comparar el efecto de las concentraciones de aceite esencial de orégano en la carne de
cuy; con una carga microbiana de Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes y

Salmonella spp. se aplicé el disefio estadistico Modelo Lineal General.

Y=Bo+Bi X1+ B2 Xz +e
Donde:
Y = Representa la variable dependiente.
X1 X2 = Son las variables independientes.
Bo B1B2= Son los pardmetros desconocidos que sera estimado.

e = Efecto del error experimental.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ' Nacional del
: Altiplano

IV.  RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Evaluacion de la Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial de
orégano sobre cepas de Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes y

Salmonella spp.

En la Tabla 8, se presenta los resultados de la concentracion del aceite esencial de
orégano sobre cepas de Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes Yy
Salmonella spp que se obtuvo por Concentracion Minima Inhibitoria.

Tabla 8. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano sobre cepas

bacterianas.

Cepas bacterianas CMI (ug/ml)

Escherichia coli O157:H7 3.5+£0.5

Listeria monocytogenes 1.5+1.0

Salmonella spp 2.5+1.0
n=4

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.

Con el desarrollo del trabajo se logro determinar la concentracion minima
inhibitoria del aceite esencial de orégano para evidenciar los resultados obtenidos se
muestran en Anexo 6. El aceite esencial de orégano mostr6 mayor actividad
antimicrobiana sobre Listeria monocytogenes requiriendo una concentracion minima
inhibitoria de 1.5 pg/ml, seguido de Salmonella spp con 2.5 pg/ml de aceite esencial de
orégano y una mayor CMI de 3.5 pg/ml para Escherichia coli O157:H7 en comparacién
de las tres cepas tuvo mas efecto en la bacteria Gram positivo (Listeria monocytogenes)
con menor concentracion de aceite esencial de orégano y en las bacterias Gram negativos
(Salmonella spp y Escherichia coli O157:H7) se logr6 mayor concentracion de aceite

esencial. Estos resultados son similares a los reportado por Boskovic et al., (2015) quienes
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sefialan que el efecto antimicrobiano del aceite esencial de orégano y tomillo sobre cepas
aislada de los alimentos (Escherichia coli, Salmonella spp y S. aureus) donde muestran
que el aceite esencial de orégano tuvo mejor concentracion minima inhibitoria en
S. aureus. Por otro lado Burt (2007) menciona al aceite esencial de orégano frente a los
patdgenos transmitidos por los alimentos; Escherichia coli, Salmonella typhimurium y
S. aureus con una CMI de 0.5a 1.2 pg/ml, 1.2 pg/ml y 0.5 a 1.2 pg/ml respectivamente.
Asi mismo Burt (2007) menciona al aceite esencial de orégano contiene fuertes
propiedades antimicrobianas que atribuyen por su alto contenido fendlico; carvacrol,
timol, p-cinemo y ¥-terpineno que tienen una actividad antimicrobiana ligeramente mas
activa sobre bacterias Gram positivas que en bacterias Gram negativas. Esto es debido a
que surge como resultado de las diferencias en su estructura de la pared celular
(Gendy et al., 2015; Ocares, 2012) donde las bacterias Gram negativas son mas
complejas; que la pared celular de las bacterias Gram positivas. Las bacterias Gram
negativas muestran ser menos susceptibles a la accion de los antibacterianos, se debe a
que estos poseen dos capas que protegen la célula y proporcionan rigidez (una capa de
peptidoglucano delgada y una membrana externa que contiene liposacaridos) por cual

muestran ser menos susceptible al aceite esencial (Ocares, 2012 ).

Al intentar realizar una comparacion de los resultados obtenidos resulta muy
dificil debido a que existe muchos factores, donde influye el analisis comparativo, plantas
utilizadas, métodos de extraccion del aceite esencial, condiciones climaticas y
geograficamente donde las plantas fueron cultivadas, entre otros (Raygoza, 2005). Estos

elementos mencionados hacen que los resultados de la CMI obtenida sean muy variable.
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4.2 Evaluacion de la concentracion del aceite esencial de orégano (Origanum
vulgare) durante el tiempo de almacenamiento en el crecimiento microbiano
de Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes y Salmonella spp en la

carne de cuy (Cavia porcellus).

Para la determinacion del efecto de las concentraciones de aceite esencial de orégano
durante el tiempo de almacenamiento se realiz6 una evaluacion de las propiedades
quimicas y microbiolégicas durante un periodo de 12 dias en condiciones de refrigeracion

(4°C) cuyos resultados y discusiones se detallan a continuacion.

4.2.1 Evaluacion del pH

Los resultados obtenidos para evidenciar los resultados de los valores de pH se

muestran en el Anexo 7.

a) Listeria monocytogenes

En la Tabla 9, se presenta los valores del pH de la carne de cuy tratada con diferentes
concentraciones de aceite esencial de orégano a través del tiempo, en donde se observa el
pH de la carne de cuy con diferentes concentraciones de aceite esencial de orégano 0%
(control), 0.4%, 0.8% y 1.2%, donde se encuentra entre los rangos de pH 6.82 a 6.81, 6.80
a6.71,6.79 a 6.70 y 6.83 a 6.68 respectivamente. En el cual no se muestran dentro del
rango para la carne de cuy 5.5 a 6.4 (Nakandakari et al., 2014); probablemente sea debido
que el animal sufrié un estrés durante un periodo largo o que hayan sido obligados a
realizar un ejercicio fisico prolongado donde la acidificacion postmortem seré limitada ya
que no habré glucégeno muscular disponible para transformarse en &cido lactico, por lo
cual el pH no descendera hasta los valores normales (Garrido, Bafion, & Alvarez, 2005).

Seguln Jara (2007), nos indica que es una carne DFD donde menciona que este tipo de
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carne no alcanza en ningdn momento el pH normal, si no que permanece en niveles
elevados de pH final por sobre los 6.2 superiores e incluso hasta los 7.0. A este pH las
proteinas tienen una capacidad de retencion de agua, a causa del pH lejano a sus puntos

isoeléctricos y hace que esta sea méas susceptible al ataque microbiano (Ramos, 2014).

Tabla 9. Valores de pH en la carne de cuy (Listeria monocytogenes) con diferentes
concentraciones de aceite esencial de orégano a través del tiempo de

almacenamiento.

Concentraciones

oe Control AE 0.4% AE 0.8% AE 1.2%
0 6.82+0.04°  6.80+0.02° 6.79+0.05  6.83+0.06%
2 6.82+0.03*  6.82+0.03*  6.79+0.09°  6.84 +0.06
4 6.80+0.08%  6.82+0.04*  6.79+0.02*  6.81+0.07°
6 6.84+0.04°  6.77+0.07°  6.75+0.06°  6.78 +0.04%
8 6.84+0.07°  6.77+0.08®  6.71+0.03°  6.78+0.05%
10 6.82+0.08°  6.72+0.04*  6.70+0.02°  6.73%0.04
12 6.81 +0.04° 6.71 + 0.04% 6.70 + 0.02? 6.68 + 0.03?
n:3
AE : Aceite esencial

En la Tabla 19; (Anexo 9), se presenta el analisis de varianza del pH de la carne de
cuy con Listeria monocytogenes, donde se observa que los dias 0, 2, 4, 6 y 8 dias no existe
diferencia significativa (p < 0.05), es decir que no existe diferencia entre la muestra
control con las diferentes concentraciones de aceite esencial de orégano (0.4 %, 0.8 % y
1.2 % AE) y los dias 10 y 12 dias si existe una diferencia significativa (p > 0.05) entre la
carne de cuy de la muestra control con diferentes concentraciones de aceite esencial de
orégano, por lo que fue necesario realizar la prueba de Duncan para los mencionados

Casos.
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En la Tabla 20 (Anexo 9), se observa la prueba de Duncan para el efecto de las
concentraciones de aceite esencial de orégano y la muestra control con respecto a los
resultados de pH obtenidos durante el periodo de almacenamiento, en donde hasta los 8
dias son similares estadisticamente y en 10 y 12 dias en donde se observa que las muestras
con diferentes concentraciones de aceite esencial son similares y diferentes a la muestra

control, lo que hace dar cuenta que el aceite esencial influyo en la variabilidad del pH.

b) Salmonella spp

En la Tabla 10, se presenta los valores de pH de la carne de cuy tratada con diferentes
concentraciones de aceite esencial de orégano a través del tiempo, en donde se observa el
pH de la carne de cuy con diferentes concentraciones de aceite esencial de orégano 0%
(control), 0.4%, 0.8% y 1.2%, donde se encuentra entre los rangos de 6.77 a 6.91, 6.77 a
6.77,6.78a6.78 y6.78 a 6.77 respectivamente, en el cual no se muestran dentro del rango
para la carne de cuy 5.5 a 6.4 (Nakandakari et al., 2014) ; probablemente sea debido que
el animal sufrio un estrés durante un periodo largo o que hayan sido obligados a realizar
un ejercicio fisico prolongado donde la acidificacion postmortem sera limitada ya que no
habra glucégeno muscular disponible para transformarse en acido lactico, por lo cual el
pH no descendera hasta los valores normales (Garrido, Bafion, & Alvarez, 2005). Segun
Jara (2007), nos indica que es una carne DFD donde menciona que este tipo de carne no
alcanza en ningn momento el pH normal, que permanece en niveles elevados de pH final
por sobre los 6.2 superiores e incluso hasta los 7.0. A este pH las proteinas tienen una
capacidad de retencion de agua, a causa del pH lejano a sus puntos isoeléctricos y hace

gue esta sea mas susceptible al ataque microbiano (Ramos, 2014).

En la Tabla 21; (Anexo 10), se presenta el analisis de varianza del pH de la carne de

cuy con Salmonella spp, donde se observa que los dias 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 dias no existe
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diferencia significativa (p < 0.05), es decir que no existe diferencia entre la muestra
control con las diferentes concentraciones de aceite esencial de orégano (0.4 %, 0.8 %y
1.2 % AE).

Tabla 10. Valores de pH en la carne de cuy (Salmonella spp) con diferentes

concentraciones de aceite esencial de orégano a través del tiempo de

almacenamiento.

Concentraciones

oe Control AE 0.4% AE 0.8% AE 1.2%
0 6.77 £ 0.09° 6.77 £ 0.12° 6.78 £ 0.06° 6.78 £ 0.07°
2 6.83 +0.07° 6.76 £ 0.13° 6.77 £0.11° 6.78 £ 0.08°
4 6.84 + 0.08? 6.77 £ 0.10° 6.76 + 0.12° 6.79 £ 0.11°
6 6.87 + 0.09° 6.78 = 0.06° 6.77 £ 0.09° 6.78 £ 0.11°
8 6.84 + 0.06° 6.77 £0.11° 6.78 £ 0.08? 6.77 £ 0.12°
10 6.85 + 0.09? 6.78 £0.07° 6.78 £ 0.09° 6.77 £ 0.05%
12 6.91 £0.13? 6.77 £ 0.14° 6.78 £ 0.11° 6.77 £ 0.09°
n=3

AE: Aceite esencial

En la Tabla 22 (Anexo 10), se observa la prueba de Duncan para el efecto de las
concentraciones de aceite esencial de orégano y la muestra control con respecto a los
resultados de pH obtenidos durante el periodo de almacenamiento, en donde hasta los 12
dias son similares estadisticamente, lo que hace dar cuenta que el aceite esencial no

influyo en la variabilidad del pH.

¢) Escherichia coli O157:H7

En la Tabla 11, se presenta los valores de pH de la carne de cuy tratada con diferentes
concentraciones de aceite esencial de orégano en relacion al tiempo, en donde se observa

el pH de la carne de cuy con diferentes concentraciones de aceite esencial de orégano 0%
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(control), 0.4%, 0.8% y 1.2%, donde se encuentra entre los rangos de pH 6.78 a 6.80, 6.80
a 6.80, 6.79 2 6.80 y 6.78 a 6.79 respectivamente, en el cual no se muestran dentro del
rango para la carne de cuy 5.5 a 6.4 (Nakandakari et al., 2014); probablemente sea debido
que el animal sufrié un estrés durante un periodo largo o que hayan sido obligados a
realizar un ejercicio fisico prolongado donde la acidificacion postmortem sera limitada ya
que no habra glucégeno muscular disponible para transformarse en acido lactico, por lo
cual el pH no descendera hasta los valores normales (Garrido, Bafion, & Alvarez, 2005).
Segun Jara (2007), nos indica que es una carne DFD donde menciona que este tipo de
carne no alcanza en ningin momento el pH normal, si no que permanece en niveles
elevados de pH final por sobre los 6.2 superiores e incluso hasta los 7.0. A este pH las
proteinas tienen una capacidad de retencion de agua, a causa del pH lejano a sus puntos
isoeléctricos y hace que esta sea mas susceptible al ataque microbiano (Ramos, 2014).

Tabla 11. Valores de pH en la carne de cuy (Escherichia coli O157:H7) con diferentes

concentraciones de aceite esencial de orégano a través del tiempo de

almacenamiento.

Concentraciones
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F Control AE 0.4% AE 0.8% AE 1.2%
0 6.78 + 0.08? 6.80 £ 0.07° 6.79 + 0.03% 6.78 £ 0.11%
2 6.80 + 0.09° 6.80 + 0.08? 6.82 +0.11° 6.78 £ 0.10%
4 6.81 + 0.10? 6.80 + 0.13% 6.75+0.11° 6.75+0.11°
6 6.82 + 0.07° 6.81 + 0.05% 6.79 £ 0.10% 6.75+0.11°
8 6.80 £ 0.08? 6.78 £ 0.09° 6.79 £ 0.10° 6.78 £ 0.11°
10 6.82 £ 0.13° 6.81 £ 0.07¢ 6.81 + 0.10° 6.80 £ 0.10°
12 6.80 + 0.12° 6.80 + 0.08° 6.80 £ 0.11° 6.79 £ 0.11°
n:3
AE : Aceite esencial
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En la Tabla 23; (Anexo 11), se presenta el analisis de varianza del pH de la carne de
cuy con Escherichia coli 0157:H7, donde se observa que los dias 0, 2, 4, 6, 8, 10y 12
dias no existe diferencia significativa (p < 0.05), es decir que no existe diferencia entre la
muestra control con las diferentes concentraciones de aceite esencial de orégano (0.4 %,

0.8%y 1.2 % AE),

En la Tabla 24; (Anexo 11), se observa la prueba de Duncan para el efecto de las
concentraciones de aceite esencial de orégano y la muestra control con respecto a los
resultados de pH obtenidos durante el periodo de almacenamiento, en donde hasta los 12
dias son similares estadisticamente, lo que hace dar cuenta que el aceite esencial no

influy6 en la variabilidad del pH.

4.2.2 Evaluacion de los analisis de Listeria monocytogenes, Salmonella spp y
Escherichia coli O157:H7 en las muestras de las carnes de cuy tratada con

aceite esencial de orégano

a) Evaluacion de Listeria monocytogenes

En la Tabla 12, se presenta los resultados del recuento total de Listeria
monocytogenes viable analizado en la carne de cuy tratada con diferentes concentraciones
de aceite esencial de orégano (0, 0.4, 0.8 'y 1.2%), durante 12 dias de almacenamiento a
una temperatura de refrigeracion a 4°C.

A si mismo se observa en todas las muestras de carne de cuy tienen una carga
microbiana inicial de 4.00 = 0.00 log ufc/g de Listeria monocytogenes. Las muestras del
grupo control se observa a medida que se incrementa el tiempo de almacenamiento,
aumenta la carga microbiana de Listeria monocytogenes hasta llegar al dia 12 a
4.74 £ 0.02 log ufc/g, igualmente observamos las muestras de carne de cuy tratadas con

concentraciones de aceite esencial de orégano en 0.4 %, 0.8 % y 1.2 % donde tienen una
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reduccion de la carga microbiana, a partir del dia 2 hasta el dia 12. Donde se observa que
a los 12 dias, de almacenamiento alcanzo hasta 3.23 + 0.05 log ufc/g,
2.83 £ 0.13 log ufc/g y 1.00 = 0.00 log ufc/g respectivamente. Las muestras tratadas con
AE 1.2% muestran una poblacion de Listeria monocytogenes mas bajos que las muestras
del grupo control, durante el periodo de almacenamiento. Sin embargo las muestras
tratadas con AE 0.4% y AE 0.8% disminuyen en menor poblacion de
Listeria monocytogenes en comparacion con las muestras del grupo control. La
concentracion AE 1.2% disminuye la carga microbiana de Listeria monocytogenes, que
van por debajo del nivel aceptable (<2 log ufc/g) a partir del dia 10 hasta el final del
almacenamiento (Abdollahzadeh, Rezaei, & Hosseini, 2014; Gudbjornsdottir et al.,

2004).

Tabla 12. Recuento microbiano de Listeria monocytogenes viable de la carne de cuy

tratada con diferentes concentraciones de aceite esencial de oregano en log ufc/g.

Concentraciones

°F Control AE 0.4% AE 0.8% AE 1.2%
0 4.00 % 0.00 4.00 % 0.00 4.00 % 0.00 4.00 % 0.00
2 4.15 +0.03¢ 3.85 +0.08° 3.61 +0.02° 3.11 +0.08?
4 4.25 + 0.04¢ 3.84 £0.01° 3.59 +0.03° 2.97 +0.03°
6 4.47 +0.01¢ 3.71+£0.01° 3.43 £ 0.06" 2.69 + 0.09?
8 4.61 +0.03¢ 3.64 +0.05° 3.31+0.03° 2.36 +0.10°
10 4.73 +0.04¢ 3.44 +0.05° 3.14 +0.09° 1.00 +0.00?
12 4.74 +0.02¢ 3.23+0.05° 2.83+0.13 1.00 + 0.00°
n=3
AE . Aceite esencial
a,b,c,d :Pruebade comparacion Duncan

Los resultados obtenidos son similares con Abdollahzadeh, Rezaei, & Hosseini,

(2014), quien determino la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales y extractos
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de plantas, para controlar la Listeria monocytogenes inoculado en carne picada de
pescado; donde analizaron la carga microbiana en las muestras durante el
almacenamiento a 4°C, la poblacién inicial de Listeria monocytogenes del tratamiento
control aumento durante el periodo de almacenamiento y las muestras que fueron tratadas
con AE de tomillo en 0,8, y 1,2% muestran una poblacion mas bajos que la muestra
control durante el periodo de almacenamiento. Por otro lado Hilvay (2015 ) realizo un
estudio del efecto de los diferentes aceites esenciales (albaca, limon y orégano) en la
conservacion de la carne de cuy, obteniendo su resultado con mayor efecto
antimicrobiano del aceite esencial de orégano en la disminucion de la carga microbiana
en una bacteria Gram positivo. De manera similar Pesavento et al. (2015) muestra en su
estudio realizado en albondigas de carne con tres aceites esenciales (orégano, romero y
tomillo) determinando que su mejor tratamiento fue el de aceite esencial de orégano,
donde disminuyd el crecimiento de Listeria monocytgenes durante el tiempo de

almacenamiento.

Esto demuestra que el aceite esencial de orégano presenta una actividad
antimicrobiana contra la proliferacion de Listeria monocytogenes. Ademas el aceite
esencial de orégano es un potencial antimicrobiano que se atribuyen por su alto contenido
fenolico (Burt, 2007), donde sus componentes principales son: carvacrol, timol, seguido
de p-cinemo, ¥-terpineno, linalool, terpinen-4-ol (Gendy et al., 2015). Al respecto Burt
(2007), sefala que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales es atribuida a la
perturbacion de la membrana citoplasmatica y la interrupcion de la fuerza motriz de los
protones del flujo de electrones del transporte activo y a la coagulacion de los contenidos
celulares, generando degradacion de la pared celular, membrana citoplasmatica y

membrana proteica de los microorganismos.
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En la Tabla 25; (Anexo 12), se observa el analisis de varianza del recuento viable de
Listeria monocytogenes presente en la carne de cuy adicionada con diferentes
concentraciones de aceite esencial de orégano; existe diferencia altamente significativa
(p < 0.05), entre los valores de Listeria monocytogenes viable para los tratamientos y
tiempo, es decir que existe diferencia entre el tratamiento con diferentes concentraciones
aceite esencial y la muestra control, asi como para el tiempo de evaluacion, con un 95 %
de nivel de significancia; por lo que fue necesaria la realizacion de la prueba de

comparacion de Duncan, tal como se muestra en la Tabla 26.

En la Tabla 26 (Anexo 12), se observa la prueba de Duncan para el efecto de las
concentraciones de aceite esencial de orégano y la muestra control con respecto a los
resultados de Listeria monocytogenes viable, que existe diferencias entre la carne de cuy
de la muestra control presenta un incremento promedio hasta 4.74 = 0.02 log ufc/g del
crecimiento de la bacteria, indica claramente a mayor concentraciones de aceite esencial
de orégano disminuyen el crecimiento bacteriano de Listeria monocytogenes, mostrando
con una concentracion de 1,2% AE de orégano siendo la mejor en la disminucion del
crecimiento microbiano, indica claramente, una funcién como medio protector contra la

proliferacion de Listeria monocytogenes.

b) Evaluacion de Salmonella spp

En la Tabla 13, se presenta los resultados del recuento total de Salmonella spp.
viable analizado en la carne de cuy tratada con diferentes concentraciones de aceite
esencial de orégano (0, 0.4, 0.8 y 1.2%), durante 12 dias de almacenamiento a una

temperatura de refrigeracion a 4°C.
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Tabla 13. Recuento microbiano de Salmonella spp de la carne de cuy tratada con

diferentes concentraciones de aceite esencial de orégano en log ufc/g.

Concentraciones

oe Control AE 0.4% AE 0.8% AE 1.2%
0 4.00+0.000  4.00+0.00a  4.00 % 0.00? 4.00 + 0.00°
2 415+ 0.03¢  381+0.06° 2.65%0.05° 2.39 +0.09
4 4.16 + 0.03¢ 3.78+0.01° 2.47+0.07° 2.22 +0.07°
6 430+0.01¢  3.70+0.01°  2.22+0.07° 1.70 + 0.00°
8 432+0.09°  3.62+0.03°  1.000.00 1.00 + 0.00°
10 437+0.02°  3.39+0.04°  1.000.00? 1.00 + 0.00°
12 438+001°  318+0.04>  1.00+0.00° 1.00 + 0.00°

n=3

AE : Aceite esencial

a, b, c,d :Pruebade comparacién Duncan

Se observa en todas las muestras de carne de cuy tienen una carga microbiana
inicial de 4.00 £ 0.00 log ufc/g de Salmonella spp. Las muestras del grupo control se
observa a medida que se incrementa el tiempo de almacenamiento, aumenta la carga
microbiana de Salmonella spp hasta llegar al dia 12 a 4.38 + 0.01 log ufc/g, igualmente
observamos las muestras de carne de cuy tratadas con concentraciones de aceite esencial
de orégano en 0.4%, 0.8% y 1.2% donde tienen una reduccion de la carga microbiana, a
partir del dia 2 hasta el dia 12. Donde se observa que a los 12 dias, de almacenamiento
alcanzo hasta 3.18 £+ 0.04 log ufc/g, 1.00 £ 0.00 log ufc/g y 1.00 £ 0.00 log ufc/g
respectivamente. Las muestras tratadas con AE 0.8% y AE 1.2% muestran una poblacion
de Salmonella spp mas bajos que las muestras del grupo control, durante el periodo de
almacenamiento. Sin embargo las muestras tratadas con AE 0.4% disminuyen en menor
poblacion de Salmonella spp en comparacién con las muestras del grupo control. Por
tanto en las muestras tratadas con 0.8 y 1.2% con la adicion de aceite esencial de orégano,

presentan una disminucion de la carga microbiana (Salmonella spp) con respecto a la
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muestra control y 0.4% AE de 6rgano, que se encuentra debajo del nivel aceptable
(<2 log ufc/g) a partir del dia 8 hasta el final del almacenamiento (Abdollahzadeh, Rezaei,

& Hosseini, 2014; Gudbjornsdottir et al., 2004).

Estos resultados son similares a los reportado por Govaris et al., (2010) realiz6 su
investigacion, del efecto antimicrobiano del aceite esencial de orégano (0.6, 0.9%), nisina
(500, 1.000 Ul/g) y su combinacién frente Salmonella spp , en carne de ovino picada
durante el almacenamiento (4°C y 10°C) de 12 dias; en sus resultado obtienen su mejor
tratamiento de 0.9% de aceite esencial de orégano combinado con nisina en 500 y
1000 Ul/g para controlar la carga microbiana de Salmonella spp. Por otro lado
Campoverde (2011) realizo un estudio en evaluacion de la actividad antimicrobiana de
los aceites esenciales de orégano y tomillo como potenciales bioconservadores en la carne
de pollo, donde busco reducir la carga microbiana de Salmonella spp durante el
almacenamiento, donde menciona que su mejor tratamiento fue obtenido con el aceite
esencial de tomillo y segundo mejor tratamiento corresponde al aceite esencial de
orégano, aun asi el autor indica que el aceite esencial de orégano también puede ser
utilizado como agente antimicrobiano en caso no se disponga del aceite de tomillo, por
mostrar efectividad en la disminucién de la carga microbiana. De manera similar
Frangos et al. (2010) menciona en su investigacion el efecto del aceite de orégano en
filetes de trucha en refrigeracion, donde se trat0 con bacterias de la familia
Enterobacteriaceae, cuyos resultados muestran un efecto en la disminucién de

Enterobacteriaceae durante el tiempo de almacenamiento.

Esto demuestra que el aceite esencial de orégano presentd actividad antimicrobiana
contra la proliferacion de Salmonella spp. Ademas el aceite esencial de orégano es un
potencial antimicrobiano que se atribuyen por su alto contenido fenolico (Burt, 2007),

donde sus componentes principales son: carvacrol, timol, seguido de p-cinemo,
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y-terpineno, linalool, terpinen-4-ol (Gendy et al., 2015). Al respecto Burt (2007), sefiala
que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales es atribuida a la perturbacién de
la membrana citoplasmatica y la interrupcién de la fuerza motriz de los protones del flujo
de electrones del transporte activo y a la coagulacion de los contenidos celulares,
generando degradacion de la pared celular, membrana citoplasmatica y membrana

proteica de los microorganismos.

En la Tabla 27; (Anexo 13), se observa el analisis de varianza del recuento viable de
Salmonella spp presente en la carne de cuy adicionada con diferentes concentraciones de
aceite esencial de orégano; existe diferencia altamente significativa (p < 0.05), entre los
valores de Salmonella spp viable para los tratamientos y tiempo, es decir que existe
diferencia entre el tratamiento con diferentes concentraciones aceite esencial y la muestra
control, asi como para el tiempo de evaluacion, con un 95 % de nivel de significancia;
por lo que fue necesaria la realizacion de la prueba de comparacion de Duncan, tal como

se muestra en la Tabla 28.

En la Tabla 28 (Anexo 13), se observa la prueba de comparacion Duncan para el
efecto de las concentraciones de aceite esencial de orégano y la muestra control con
respecto a los resultados de Salmonella spp viable, que existe diferencias entre la carne
de cuy de la muestra control presenta un incremento promedio hasta 4.38 + 0.01 log ufc/g
del crecimiento de la bacteria, indica claramente a mayor concentraciones de aceite
esencial de orégano disminuyen el crecimiento bacteriano de Salmonella spp, donde se
muestra a una concentracion de 1,2% y 0.8 % AE de orégano siendo la mejor en la
disminucion del crecimiento microbiano a partir del dia 8 siendo similares en la
disminucion de la carga microbiana, indica claramente, una funciébn como medio

protector contra la proliferacion de Salmonella spp.
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c) Evaluacion de Echerichia coli O157:H7

En la Tabla 14, se presenta los resultados del recuento total de
Escherichia coli O157:H7 viable analizado en la carne de cuy tratada con diferentes
concentraciones de aceite esencial de orégano (0, 0.4, 0.8 y 1.2%), durante 12 dias de

almacenamiento a una temperatura de refrigeracion (4°C).

Tabla 14. Recuento microbiano de Escherichia coli O157:H7 viable de la carne de cuy

tratada con diferentes concentraciones de aceite esencial de orégano en log

ufc/g.
Concentraciones
Dia
Control AE 0.4% AE 0.8% AE 1.2%
0 4.00 + 0.002 4.00+0.00°  4.00 + 0.002 4.00 + 0.002
2 3.17 + 0.05° 298 +0.06" 2.98+0.03" 2.69 + 0.09?
4 3.14 + 0.09¢ 2.79 + 0.09° 2.72+0.08° 2.00 + 0.00?
6 3.08 +0.07° 2.00 + 0.00° 1.00 + 0.002 1.00 + 0.002
8 2.97 +0.09° 1.00 + 0.002 1.00 + 0.00? 1.00 + 0.00?
10 2.91 +0.09° 1.00 + 0.002 1.00 + 0.002 1.00 + 0.002
12 2.62 +0.03° 1.00 + 0.00? 1.00 + 0.00? 1.00 + 0.00?
n=3
AE : Aceite esencial

a, b, c,d :Prueba de comparacién Duncan

De la misma manera se observa en todas las muestras de carne de cuy tienen una
carga microbiana inicial de 4.00 + 0.00 log ufc/g de Escherichia coli O157:H7. Las
muestras del grupo control se observa a medida que se incrementa el tiempo de
almacenamiento, disminuye la carga microbiana de Escherichia coli O157:H7 hasta
llegar al dia 12 a 2.62 £ 0.03 log ufc/g, igualmente observamos las muestras de carne de
cuy tratadas con concentraciones de aceite esencial de orégano en 0.4%, 0.8% y 1.2%

donde tienen una reduccion de la carga microbiana, a partir del dia 2 hasta el dia 12.
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Donde se observa que a losl2 dias, de almacenamiento alcanzo hasta
1.00 + 0.00 log ufc/g, 1.00 + 0.00 log ufc/g y 1.00 + 0.00 log ufc/g respectivamente. Las
muestras tratadas con AE 0.8% y AE 1.2% muestran una poblacion de Escherichia coli
0157:H7 mas bajos que las muestras del grupo control, durante el periodo de
almacenamiento. Sin embargo las muestras tratadas con AE 0.4% disminuyen en menor
poblacion de Escherichia coli O157:H7 en comparacion con las muestras del grupo
control. La concentracion AE 0.8% y AE 1.2% disminuyo la carga microbiana de
Escherichia coli O157:H7, que van por debajo del nivel aceptable (<2 log ufc/g) a partir
del dia 6 hasta el final del almacenamiento (Abdollahzadeh, Rezaei, & Hosseini, 2014;

Gudbjornsdottir et al., 2004).

Estos resultados son similares a los reportado por Shekarforousch et al. (2007)
muestra en su investigacion realizada en crecimiento y la supervivencia de
Escherichia coli 0157:H7 en carne de pollo asado donde indica que los aceites esenciales
de nuez moscada y orégano tuvieron una buena actividad antimicrobiana en la
disminucion de Escherichia coli O157:H7. Por otro lado Otero, Becerril, Santos et al.
(2014 ), sefiala la evaluacion de envases antimicrobianos  contra
Escherichia coli O157:H7 durante el almacenamiento en queso de oveja madurado con
aceite esencial de orégano, donde disminuy6 el crecimiento microbiano de
Escherichia coli O157:H7 durante su tiempo de almacenamiento. De manera similar
Frangos et al., (2010), menciona en su investigacion el efecto del aceite de orégano en
filetes de trucha en refrigeracion, donde se tratd con bacterias de la familia
Enterobacteriaceae, cuyos resultados muestran un efecto en la disminucion de

Enterobacteriaceae durante el tiempo de almacenamiento.

Esto demuestra que el aceite esencial de orégano presenté actividad antimicrobiana

contra la proliferacion de Escherichia coli O157:H7. Ademas el aceite esencial de
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orégano es un potencial antimicrobiano que se atribuyen por su alto contenido fenolico
(Burt, 2007), donde sus componentes principales son: carvacrol, timol, seguido de p-
cinemo, ¥-terpineno, linalool, terpinen-4-ol (Gendy et al., 2015) . Al respecto Burt (2007),
sefiala que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales es atribuida a la
perturbacion de la membrana citoplasmatica y la interrupcién de la fuerza motriz de los
protones del flujo de electrones del transporte activo y a la coagulacion de los contenidos
celulares, generando degradacion de la pared celular, membrana citoplasmatica y
membrana proteica de los microorganismos. Dicha accion antimicrobiana posiblemente
se debe al efecto sobre los fosfolipidos de la capa externa de la membrana celular
bacteriana, provocando cambios en la composicion de los acidos grasos. Se ha informado
que las celulas que crecen en concentraciones de carvacrol, sintetizan los fosfolipidos

adicionales y omiten uno de los fosfolipidos originales (Reinders & Burt, 2003).

En la Tabla 29 (Anexo 14), se observa el andlisis de varianza del recuento viable
de Escherichia coli O157:H7 presente en la carne de cuy adicionada con diferentes
concentraciones de aceite esencial de orégano; existe diferencia altamente significativa
(p < 0.05), entre los valores de Escherichia coli O157:H7 viable para los tratamientos y
tiempo, es decir que existe diferencia entre el tratamiento con diferentes concentraciones
aceite esencial y la muestra control, asi como para el tiempo de evaluacion, con un 95 %
de nivel de significancia; por lo que fue necesaria la realizacion de la prueba de

comparacién de Duncan, tal como se muestra en la Tabla 30.

En la Tabla 30 (Anexo 14), se observa la prueba de comparacion Duncan para el
efecto de las concentraciones de aceite esencial de orégano y la muestra control con
respecto a los resultados de Escherichia coli O157:H7 viable, indica claramente a mayor
concentracion de aceite esencial de orégano disminuyen el crecimiento bacteriano de

Escherichia coli O157:H7, donde se muestra a una concentracion de 1,2% y 0.8 % AE de
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orégano siendo la mejor en la disminucion del crecimiento microbiano a partir del dia 6
siendo similares en la disminucidn de la carga microbiana, indica claramente, una funcién

como medio protector contra la proliferacién de Escherichia coli 0157:H7.

En la Tabla 15, se presenta los valores de K obtenidos por regresion lineal, también
observamos los tiempos de vida predichos para carne de cuy en funcion a los valores de
la carga microbiana log ufc/g de las muestras almacenadas, donde se observa que los
valores hallados de K (reacciones de orden cero) son diferentes para cada muestra con
Listeria monocytogenes, Salmonella spp y Escherichia coli O157:H7 y en diferentes
concentraciones de aceite esencial de orégano; los valores de K representan la constante
de wvelocidad de formacion de mircroorganismos (Listeria monocytogenes,
Salmonella spp y Escherichia coli O157:H7) por dia, por tanto esta relacionado
directamente con la vida util de la carne de cuy.

Tabla 15. Valores de K y tiempos de vida estimada para carne de cuy en funcion a los

valores de la carga microbiana log ufc/g.

J + Concentraciones Tiempo de
Microorganismos NeaE-ofane Valores de K vida (Dias)
Control 0.0666 11.11
o AE 0.4 % 0.0593 12.98
Listeria monocytogenes
AE 0.8 % 0.084 13.93
AE12% 0.247 20.24
Control 0.0310 12.25
AE 0.4 % 0.061 13.44
Salmonella spp
AE 0.8 % 0.321 19.37
AE 1.2 % 0.289 19.72
Control 0.0863 15.99
o AE 0.4 % 0.34 17.64
Escherichia coli O157:H7
AE 0.8 % 0.249 20.08
AE12% 0.229 21.83

AE: Aceite esencial
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De lo anteriormente expuesto de la Tabla 15, se puede inferir que se logr6 prolongar
el tiempo de vida estimada en Listeria monocytogenes, Salmonella spp
Escherichia coli O157:H7 en 20, 20 y 22 dias respectivamente; la carne de cuy tratada
con 1.2% AE de orégano, estos datos registrados pueden ser considerados mucho mas
satisfactorios que los resultados presentados por Khanjari, Karabagias, & Kontaminas
(2013) quien consigui6 aumentar la vida atil de los filetes de carne de pollo crudo en 6
dias conservando a 4 °C mediante la utilizacion del aceite esencial de orégano, que se

manifestd por una disminucion del inoculo de Listeria monocytogenes.

Por esta razon los aceites esenciales son utilizados por la industria alimentaria como
agentes naturales para extender la vida util de los alimentos, una gran variedad de
antimicrobianos en plantas y en base de especies se utiliza para reducir o eliminar las
bacterias patogenas y el aumento de la calidad general de los productos alimenticios (Burt

2007).
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CONCLUSIONES
En el presente trabajo se llegd a las siguientes conclusiones.

e LaConcentracion Minima Inhibitoria encontrada por el método de macrodilucion
en caldo fue 3.5 pg/ml para Escherichia coli O157:H7, 2.5 pg/ml para

Salmonella spp y 1.5 pg/ml para Listeria monocytogenes.

e La concentracion de aceite esencial de orégano afectd significativamente en la
reduccion del crecimiento de las bacterias Escherichia coli O157:H7,
Salmonella spp y Listeria monocytogenes evaluadas en carne de cuy almacenadas
a 4°C por 12 dias. A medida que se incrementa la concentracién, la reduccion de
crecimiento aumenta para cada tiempo de almacenamiento, esta se intensifica a
tiempos mayores (6, 8 y 10 dias). A una concentracion de 1.2% al dia 12 de
almacenamiento la reduccion de crecimiento bacteriano fue 75 % en
Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y Escherichia coli O157:H7

comparados con la muestra control.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda el uso de aceites esenciales de otras especies vegetales nativas,
como conservante natural en diferentes productos.
e Realizar trabajos de investigacion con el aceite esencial de orégano en diferentes

bacterias causantes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS).
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ANEXO 1
PANEL FOTOGRAFICO DE CONSERVACION DE CEPAS

Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes Y Salmonella spp.

Repique de cepas x 24 horas en agares
PALCAM y Mc conkey

r
k- P < . u % %
Tincion gram de Escherichia coli T|nC|on gram de Listeria
O157:H7 monocytogenes

Listeria monocytogenes y Salmonella
spp. conservadas en agar sangre.
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ANEXO 2

PANEL FOTOGRAFICO DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE AE
DE OREGANO SOBRE Escherichia coli 0157:H7, Listeria monocytogenes Y

Salmonella spp.
1M -
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Tubos esterilizados para la preparacion
de la CMLI. CMIL.

Resultados de Escherichia coliO157:H7 Resultados de Salmonella spp. en tubos
en tubos de ensayos esterilizados de ensayo esterilizados
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Resultados de Listeria monocytogenes en
tubos de ensayo esterilizados
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ANEXO 3

PANEL FOTOGRAFICO DEL TRATAMIENTO CON ACEITE ESENCIAL DE
OREGANO (Origanum vugare), EN LA CARNE DE CUY

7.

Masajeado la carne de cuy con AE de
orégano
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e N )

Muestras de carne de cuy con AE de Muestras de carne de cuy con AE de
orégano envasado al vacio orégano
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ANEXO 4

PANEL FOTOGRAFICO DE RECUENTO VIABLE DE Escherichia coli 0157:H7,

Listeria monocytogenes y Salmonella spp.

Muestras licuadas de diferentes
concentraciones de AE de orégano

Plaqueo de los agares en placas Petri Codificacién de placas
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Incubacion de placas Conteo de ufc en placas de
Listeria monocytogenes

Conteo de ufc en placas de Conteo de ufc en placas de
Salmonella spp. Escherichia coli O157:H7

Conteo de ufc en él cuenta colonias
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ANEXO 5

=
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Fig. 4. Comparacion del inoculo con la escala 0.5 de Mac Farland.
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ANEXO 6

RESULTADOS DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA SOBRE
CEPAS Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes y Salmonella spp.

Tabla 16. Lectura de la Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial de
orégano sobre Escherichia coli O157:H7.

Concentracion de Presencia de Turbidez
Tubos ace,lte esenciit s Replical Replica2 Replica3 Replica4

orégano (ug/ml)
1 128 - - - -
2 64 - - - -
3 32 - - - -
4 16 - - - -
5 8 - - - -
6 4 + + - +
7 2 + + + +
8 1 + + + +
9 0.5 + + + +
10 0.25 + + + +
11 C. L + + + +
12 C.E. - - - -

(+): Presencia de Turbidez; (-): No hay presencia de turbidez, C.I.: Control del

inoculo, C.E.: Control de esterilidad.
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Tabla 17. Lectura de la Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial de
orégano sobre Salmonella spp.

Concentracion de Presencia de Turbidez
Tubos acellte esencial de Replical Replica2 Replica3 Replica4

orégano (ug/ml)
1 128 - - - -
2 64 - - - -
3 32 - - - -
4 16 - - - -
5 8 - - - -
6 4 + - - -
7 2 + + + +
8 1 + + + +
9 0.5 + + + +
10 0.25 + + + +
11 C. L + + + +
12 C.E. - - - -

(+): Presencia de Turbidez; (-): No hay presencia de turbidez, C.1.: Control del

inoculo, C.E.: Control de esterilidad.

Tabla 18. Lectura de la Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial de
orégano sobre Listeria monocytogenes.

Concentracion de Presencia de Turbidez
Tuos asg;zrfze(r:f;rln?; replical replica2 replica3 replica4
1 128 - - - -
2 64 - - - -
3 32 - - - -
4 16 - - - -
5 8 - - - -
6 4 - - - -
7 2 + - + -
8 1 + + + +
9 0.5 + + + +
10 0.25 + + + +
11 C. L + + + +
12 C.E. - - - -

(+): Presencia de Turbidez; (-): No hay presencia de turbidez, C.1.: Control del

inoculo, C.E.: Control de esterilidad.
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ANEXO 7

RESULTADOS DE LA EVALUACION DE pH

Listeria monocytogenes pH — tiempo (Dias)

Control AE 0.4% AE 0.8% AE 1.2%

Tiempo R
Ph pH pH pH
1 6.82 6.82 6.84 6.82
0 DIAS 2 6.85 6.79 6.75 6.89
3 6.78 6.78 6.78 6.78
1 6.82 6.83 6.89 6.89
2 DIAS 2 6.79 6.79 6.71 6.87
3 6.85 6.84 6.77 6.78
1 6.88 6.81 6.77 6.89
4 DIAS 2 6.79 6.79 6.81 6.76
3 6.75 6.87 6.79 6.78
1 6.81 6.69 6.76 6.76
6 DIAS 2 6.89 6.82 6.81 6.75
3 6.83 6.8 6.69 6.82
1 6.88 6.68 6.7 6.82
8 DIAS 2 6.84 6.83 6.69 6.72
3 6.81 6.79 6.75 6.79
1 6.79 6.77 6.73 6.72
10 DIAS 2 6.79 6.7 6.69 6.69
3 6.88 6.69 6.69 6.77
1 6.79 6.75 6.68 6.69
12 DIAS 2 6.84 6.69 6.69 6.71
3 6.81 6.68 6.72 6.65
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Salmonella spp pH — tiempo (Dias)

control AE 0.4% AE 0.8% AE 1.2%

Tiempo R
pH pH pH pH
1 6.69 6.78 6.83 6.85
0 DIAS 2 6.77 6.89 6.71 6.71
3 6.86 6.65 6.81 6.78
1 6.76 6.89 6.67 6.8
2 DIAS 2 6.89 6.64 6.89 6.85
3 6.85 6.75 6.76 6.69
1 6.74 6.74 6.65 6.89
4 DIAS 2 6.88 6.68 6.89 6.79
3 6.89 6.88 6.75 6.68
1 6.94 6.73 6.75 6.69
6 DIAS 2 6.76 6.77 6.69 6.76
3 6.9 6.85 6.87 6.9
1 6.77 6.74 6.78 6.91
8 DIAS 2 6.89 6.89 6.7 6.72
3 6.85 6.68 6.85 6.68
1 6.92 6.71 6.69 6.72
10 DIAS 2 6.89 6.85 6.78 6.82
3 6.75 6.79 6.87 6.78
1 6.94 6.79 6.67 6.87
12 DIAS 2 7.02 6.89 6.79 6.73
3 6.76 6.62 6.89 6.7
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Escherichia coli O157:H7 pH — tiempo (Dias)

control AE 0.4% AE 0.8% AE 1.2%

Tiempo R
pH pH pH pH
1 6.85 6.73 6.81 6.89
0 DIAS 2 6.69 6.87 6.81 6.78
3 6.79 6.79 6.75 6.68
1 6.71 6.89 6.69 6.77
2 DIAS 2 6.80 6.77 6.88 6.69
3 6.89 6.75 6.89 6.89
1 6.81 6.93 6.69 6.87
4 DIAS 2 6.72 6.68 6.69 6.65
3 6.91 6.78 6.88 6.72
1 6.82 6.79 6.78 6.69
6 DIAS 2 6.75 6.77 6.89 6.68
3 6.89 6.87 6.70 6.88
1 6.82 6.87 6.79 6.89
8 DIAS 2 6.72 6.69 6.88 6.78
3 6.87 6.78 6.69 6.68
1 6.92 6.89 6.88 6.81
10 DIAS 2 6.68 6.78 6.85 6.89
3 6.87 6.77 6.69 6.69
1 6.70 6.78 6.89 6.79
12 DIAS 2 6.77 6.73 6.68 6.68
3 6.94 6.88 6.83 6.89
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ANEXO 8
FIGURAS DE BACTERIAS PATOGENAS
Listeria monocytogenes VIABLES — TIEMPO (Dias)
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Escherichia coli O157:H7 VIABLES — TIEMPO (Dias)
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TABLAS DE ANVA 'Y DUNCAN DEL pH (Listeria monocytogenes)

Tabla 19. ANVA del pH de la carne de cuy con Listerria monocytogenes.

Origen VariaPIe Suma d-e cuadrados Gl Cuadr-ado F sig.
dependiente Tipo Il medio
Dia 0 0,0032 3 0,001 0,589 0,639
Dia 2 0,005° 3 0,002 0,479 0,706
Dia 4 0,002° 3 0,001 0,197 0,896
Modelo i §
corregido Dia 6 0,014 3 0,005 1,606 0,263
Dia 8 0,026° 3 0,009 3,126 0,088
Dia 10 0,025 3 0,008 4,905 0,032
Dia 12 0,0329 3 0,011 12,440 | 0,002
Dia 0 0,003 3 0,001 0,589 0,639
Dia 2 0,005 3 0,002 0,479 0,706
Listeria Dia 4 0,002 3 0,001 0,197 0,896
monocytogenes D|,a 6 0,014 3 0,005 1,606 0,263
Dia 8 0,026 3 0,009 3,126 0,088
Dia 10 0,025 3 0,008 4,905 0,032
Dia 12 0,032 3 0,011 12,440 | 0,002
Dia 0 0,014 8 0,002
Dia 2 0,027 8 0,003
Dia 4 0,023 8 0,003
Error Dia 6 0,023 8 0,003
Dia 8 0,022 8 0,003
Dia 10 0,014 8 0,002
Dia 12 0,007 8 0,001
Dia 0 556,258 12
Dia 2 558,044 12
Dia 4 556,129 12
Total Dia 6 552,608 12
Dia 8 550,855 12
Dia 10 545,574 12
Dia 12 542,746 12
Dia 0 0,017 11
Dia 2 0,032 11
Dia 4 0,025 11
Total corregida Dia 6 0,037 11
Dia 8 0,048 11
Dia 10 0,038 11
Dia 12 0,039 11

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO [ Nacional del
Altiplano

Tabla 20. Prueba de comparacién Duncan para del pH de la carne de cuy
(Listeria monocytogenes) con respectos a los tratamientos durante el tiempo de

almacenamiento.

Tratamientos | N Dias

0 2 4 6 8 10 12
AE 1.2 3 |a a a a ab a a
AE 0.8 3 a a a a a a a
AE 0.4 3 a a a a ab a a
CONTROL 3 a a a a b a a
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ANEXO 10

TABLAS DE ANVA'Y DUNCAN DEL pH (Salmonella spp.)

Tabla 21. ANVA del pH de la carne de cuy con Salmonella spp.

) Variable Suma de cuadrados Cuadrado )
Origen . . Gl . F Sig.
dependiente Tipo 111 medio
Dia 0 0,000? 3 7,500E-005 0,010 0,999
Dia2 0,009° 3 0,003 0,319 0,812
Dia 4 0,010¢ 3 0,003 0,318 0,812
Modelo corregido  Dia 6 0,018¢ 3 0,006 0,726 0,565
Dia 8 0,009¢ 3 0,003 0,348 0,792
Dia 10 0,013f 3 0,004 0,707 0,574
Dia 12 0,0419 3 0,014 0,969 0,454
Dia 0 0,000 3 7,500E-005 0,010 0,999
Dia2 0,009 3 0,003 0,319 0,812
Dia 4 0,010 3 0,003 0,318 0,812
Salmonella spp Dia 6 0,018 3 0,006 0,726 0,565
Dia 8 0,009 3 0,003 0,348 0,792
Dia 10 0,013 3 0,004 0,707 0,574
Dia 12 0,041 3 0,014 0,969 0,454
Dia 0 0,061 8 0,008
Dia 2 0,078 8 0,010
Dia 4 0,086 8 0,011
Error Dia 6 0,065 8 0,008
Dia 8 0,072 8 0,009
Dia 10 0,048 8 0,006
Dia 12 0,113 8 0,014
Dia 0 551,276 12
Dia2 552,794 12
Dia 4 553,074 12
Total Dia 6 555,099 12
Dia 8 553,059 12
Dia 10 554,532 12
Dia 12 555,987 12
Dia 0 0,062 11
Dia 2 0,087 11
Dia 4 0,097 11
Total corregida Dia 6 0,083 11
Dia 8 0,082 11
Dia 10 0,060 11
Dia 12 0,155 11
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Tabla 22. Prueba de comparacion Duncan del pH de la carne de cuy (Salmonella spp) con

respectos a los tratamientos durante el tiempo de almacenamiento.

Tratamientos | N Dias

0 2 4 6 8 10 12
AE 1.2 3 |a a a a a a a
AE 0.8 3 a a a a a a a
AE 0.4 3 a a a a a a a
CONTROL 3 a a a a a a a
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ANEXO 11
TABLAS DE ANVA 'Y DUNCAN DEL pH (Escherichia coli O157:H7)
Tabla 23. ANVA del pH de la carne de cuy con Escherichia coli O157:H7.

. Variable Suma de cuadrados Cuadrado .
Origen ) ) Gl ] F Sig.
dependiente Tipo 111 medio
Dia 0 0,0012 3 0,000 0,038 0,990
Dia 2 0,002° 3 0,001 0,074 0,972
Dia 4 0,010¢ 3 0,003 0,257 0,854
Modelo corregido Dia 6 0,009¢ 3 0,003 0,390 0,764
Dia 8 0,001¢ 3 0,000 0,038 0,989
Dia 10 0,001f 3 0,000 0,037 0,990
Dia 12 0,000¢ 3 0,000 0,014 0,997
Dia 0 0,001 3 0,000 0,038 0,990
Dia 2 0,002 3 0,001 0,074 0,972
Escherichia coli Dfa 4 0,010 3 0,003 0,257 0,854
O157-H7 D|,a 6 0,009 3 0,003 0,390 0,764
Dia 8 0,001 3 0,000 0,038 0,989
Dia 10 0,001 3 0,000 0,037 0,990
Dia 12 0,000 3 0,000 0,014 0,997
Dia 0 0,047 8 0,006
Dia 2 0,073 8 0,009
Dia 4 0,099 8 0,012
Error Dia 6 0,059 8 0,007
Dia 8 0,068 8 0,009
Dia 10 0,082 8 0,010
Dia 12 0,088 8 0,011
Dia 0 552,754 12
Dia 2 555,227 12
Dia 4 551,323 12
Total Dia 6 553,724 12
Dia 8 553,047 12
Dia 10 556,596 12
Dia 12 554,424 12
Dia 0 0,048 11
Dia2 0,075 11
Dia 4 0,109 11
Total corregida Dia 6 0,068 11
Dia 8 0,069 11
Dia 10 0,083 11
Dia 12 0,088 11
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Tabla 24. Prueba de comparacion Duncan del pH de la carne de cuy
(Escherichia coli O157:H7) con respectos a los tratamientos durante el tiempo de

almacenamiento.

Tratamientos N Dias

0 2 4 6 8 10 12
AE 1.2 3 a a a a 3 3 .
AE 0.8 3 a a a a a a a
AE 0.4 3 a a a a a a a
CONTROL 3 a a a a a a a
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ANEXO 12
TABLAS DE ANVA'Y DUNCAN de Listeria monocytogenes VIABLE

Tabla 25. ANVA de Listeria monocytogenes presente en la carne de cuy con AE.

. Variable Suma de cuadrados Cuadrado .
Origen ] ] Gl ] F Sig.
dependiente Tipo 111 medio
Dia 0 0,000? 3 0,000
Dia 2 1,737° 3 0,579 168,216 | 0,000
Dia 4 2,573¢ 3 0,858 1094,766 | 0,000
Modelo corregido Dia 6 4,835¢ 3 1,612 521,290 0,000
Dia 8 7,735¢ 3 2,578 674,047 0,000
Dia 10 21,612f 3 7,204 2245,447( 0,000
Dia 12 21,2609 3 7,087 1494,557 | 0,000
Dia 0 0,000 3 0,000 . :
Dia2 1,737 3 0,579 168,216 | 0,000
Listeria Dia 4 2,573 3 0,858 1094,766 | 0,000
monocytogenes D|,a 6 4,835 3 1,612 521,290 0,000
Dia 8 7,735 3 2,578 674,047 0,000
Dia 10 21,612 3 7,204 2245,447| 0,000
Dia 12 21,260 3 7,087 1494,557 | 0,000
Dia 0 0,000 8 0,000
Dia 2 0,028 8 0,003
Dia 4 0,006 8 0,001
Error Dia 6 0,025 8 0,003
Dia 8 0,031 8 0,004
Dia 10 0,026 8 0,003
Dia 12 0,038 8 0,005
Dia 0 192,000 12
Dia2 164,420 12
Dia 4 163,180 12
Total Dia 6 158,227 12
Dia 8 153,160 12
Dia 10 135,413 12
Dia 12 125,728 12
Dia 0 0,000 11
Dia 2 1,764 11
Dia 4 2,579 11
Total corregida Dia 6 4,860 11
Dia 8 7,765 11
Dia 10 21,638 11
Dia 12 21,298 11
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Tabla 26. Prueba de comparacion Duncan de Listeria monocytogenes presente en la carne

de cuy con AE con respecto a los tratamientos a través del tiempo.

Tratamientos | N Dias

0 2 4 6 8 10 12
AE 1.2 3 |a a a a a a a
AE 0.8 3 a b b b b b b
AE 0.4 3 a c c c c c c
CONTROL 3 a d d d d d d
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ANEXO 13

TABLAS DE ANVA 'Y DUNCAN de Salmonella spp VIABLE

Tabla 27. ANVA de Salmonella spp presente en la carne de cuy con AE.

Origen Variaple Suma d_e cuadrados Gl Cuadr_ado £ Sig.
dependiente Tipo 111 medio
Dia 0 0,000%| 3 0,000
Dia 2 6,693°| 3 2,231| 568,396 | 0,000
Dia 4 8,179°| 3 2,726 1022,317| 0,000
Modelo corregido  Dia 6 13,4049 3 4,468 | 3481,565| 0,000
Dia 8 27,138%| 3 9,046 | 3667,342| 0,000
Dia 10 26,3247| 3 8,775 14039,360 | 0,000
Dia 12 25,3379 3 8,446119122,384 | 0,000
Dia 0 0,000| 3 0,000 . .
Dia 2 6,693| 3 2,231| 568,396 0,000
Dia 4 8,179| 3 2,726 1022,317| 0,000
Salmonella spp Dia 6 13,404 3 4,468 | 3481,565| 0,000
Dia 8 27,138 3 9,046 | 3667,342| 0,000
Dia 10 26,324 3 8,775 14039,360 | 0,000
Dia 12 25,337 3 8,446119122,384 | 0,000
Dia0 0,000| 8 0,000
Dia 2 0,031 8 0,004
Dia 4 0,021 8 0,003
Error Dia 6 0,010| 8 0,001
Dia 8 0,020 8 0,002
Dia 10 0,005( 8 0,001
Dia 12 0,004| 8 0,000
Dia 0 192,000 | 12
Dia 2 133,734 12
Dia 4 127,774 12
Total Dia 6 119,920| 12
Dia 8 101,161 12
Dia 10 97,772 12
Dia 12 93,934| 12
Dia 0 0,000 11
Dia 2 6,724 | 11
Dia 4 8,200 11
Total corregida Dia 6 13,414 11
Dia 8 27,158 | 11
Dia 10 26,329 11
Dia 12 25341 11
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Tabla 28. Prueba de comparacién Duncan de Salmonella spp presente en la carne de

cuy con AE con respecto a los tratamientos a través del tiempo.

Tratamientos N Dias

0 2 4 6 8 10 12
AE 1.2 3 a a a a a a a
AE 0.8 3 a b b b a a a
AE 0.4 3 a C C C b b b
CONTROL 3 a d d d c c C

100

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




TESIS UNA - PUNO

Universidad
Nacional del

ANEXO 14

Altiplano

TABLAS DE ANVA'Y DUNCAN PARA Escherichia coli 0157:H7 VIABLE
Tabla 29. ANVA de Escherichia coli O157:H7 presente en la carne de cuy con AE.
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Origen Variable Suma de Gl Cuadrado F sig.
dependiente | cuadrados Tipo I1 medio
Dia0 0,0002 3 0,000 . .
Dia 2 0,349° 3 0,116 30,599| 0,000
Dia 4 2,062¢ 3 0,687 122,012| 0,000
Modelo corregido Dia 6 8,864¢ 3 2,955 2272,923( 0,000
Dia 8 8,762¢ 3 2,921 1436,328| 0,000
Dia 10 8,266" 3 2,755 1338,563| 0,000
Dia 12 5,881 3 1,960 9409,000( 0,000
Dia0 0,000 3 0,000 : .
Dia 2 0,349 3 0,116 30,599| 0,000
Escherichia coli Dia 4 2,062 3 0,687 122,012| 0,000
O157:H7 D[a 6 8,864 3 2,955 2272,923( 0,000
Dia 8 8,762 3 2,921 1436,328| 0,000
Dia 10 8,266 3 2,755 1338,563| 0,000
Dia 12 5,881 3 1,960 9409,000( 0,000
Dia0 0,000 8 0,000
Dia 2 0,030 8 0,004
Dia 4 0,045 8 0,006
Error Dia 6 0,010 8 0,001
Dia 8 0,016 8 0,002
Dia 10 0,016 8 0,002
Dia 12 0,002 8 0,000
Dia0 192,000 12
Dia 2 105,341 12
Dia 4 87,227 12
Dia 6 46,470 12
Total )
Dia 8 35,538 12
Dia 10 34,537 12
Dia 12 29,543 12
Dia0 0,000 11
Dia 2 0,379 11
Dia 4 2,107 11
Total corregida Dia 6 8,875 11
Dia 8 8,778 11
Dia 10 8,282 11
Dia 12 5,882 11
101
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Tabla 30. Prueba de comparacion Duncan de Escherichia coli O157:H7 presente en la

carne de cuy con AE con respecto a los tratamientos a través del tiempo.

tratamientos N Dias

0 2 4 6 8 10 12
AE12 3 a a a a a a a
AE 0.8 3 a b b a a a a
AE 0.4 3 a b b b a a a
CONTROL 3 a c 3 c b b b
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